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Nitratassimilation bei Schimmelpilzen. 
Von 


G. Klein, A. Eigner und H. Miiller. 


) = 
" (Aus dem pflanzenphysiologischen Institut der Universitat Wien.) 
(Der Redaktion zugegangen am 21. Juli 1926.) 
6 
" Bis vor kurzem lagen iiber den Ablauf der Stickstofl- 
assimilation im Sinne einer stufenweisen Betrachtung keine 
9 wirklichen Angaben vor. Gefundene N-haltige Stoffe des 
Pflanzenkérpers sagen ja nichts iiber ihren Rang im Auf- oder 
Abbau aus. DaB dieser Fragenkreis noch so viel weniger 
\. geklirt war als der Auf- und Abbau der Kohlenstoffverbin- 
. dungen, ist nicht zu verwundern, da Stickstoff ja fiir die 
d meisten Pflanzen nur als Baustoff, nicht als Energetikum be- 
“q langvoll ist und seine Mengen, soweit sie im Pflanzenkérper 
rt @ in Umsatz kommen, hinter jenen des Kohlenstoties bedeutend 
. zuriicktreten. Der Kernpunkt des Interesses liegt von vorn- 
ye herein dort, wo die beiden groBen Ketten des C- und des 
a N-Stoffwechsels sich zur Synthese kreuzen, deren Produkte im 
I; Hinblick auf die Zusammensetzung des Protoplasmas als eines 


A. @ HiweiBkérpers unschwer als Aminosiuren vorstellbar werden. 
er Die Hypothesen iiber den stufenweisen Weg von der hoch- 
oxydierten Ausgangsform des Stickstofis bis zur Aminosiiure 
o arbeiteten ohne klare Beweise, bis es Kostytschew gelang, 
as die einfachste und von vornherein wahrscheinlichste unter ihnen, 
en «6 Nach der der Vorgang vom Nitrat iiber Nitrit und Ammoniak 
zur Aminosdure liuft, zur ziemlichen GewiBheit zu erheben. 
Galten Kostytschews Versuche Aspergillus niger und 
Mucor racemosus, so folgten die Ergebnisse Warburgs an 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, CLIX. 14 
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einem Vertreter der Autotrophen, der Alge Chlorella, und 
brachten unter anderen das namliche Resultat: NH, als sicheres, 
regelmiiBiges Zwischenprodukt, und auch HNO,, dieses aller- 
dings unter pathologischen Bedingungen. Eine dritte Arbeit 
von Klein-Kisser brachte Licht in die Nitratassimilation der 
héheren griinen Pflanze an primirer Wandlungsstelle in der 
Wurzelregion und stellte NO, und NH, als intermediar durch- 
laufene Stufe fest. Alle Autoren finden die Zwischenprodukte 
im AuBenmedium, nie im Organismus oder dort héchstens in 
Spuren. 

Wenn im folgenden die Untersuchungen Kostytschews 
wieder aufgenommen werden, so ist das in der Unzulinglich- 
keit einiger seiner Resultate begriindet, begriindet auch in der 
Notwendigkeit, absolute Klarheit iiber die ersten Zwischen- 
stufen zu gewinnen, aus denen die Aminosiuresynthese er- 
folgen muB. 

Aus methodischen Griinden sollen daher die leichter zu 
handhabenden heterotrophen Pilze durchgearbeitet werden, ehe 
an die Aminosiiuresynthese in den hoéheren griinen Pflanzen 
herangetreten wird. 


Kritik der Kostytschewschen Ergebnisse. 


Das Prinzip, das die Erforschung intermediirer Stoff- 
wechselprodukte immer einschligt, ist die Anreicherung. Kos- 
tytschew versetzt den erwachsenen Pilz in eine neue Nahr- 
lésung, die nach vorherigem griindlichen Waschen steril zu- 
gesetzt wird. 

Und zwar wird, um Nitrit anzureichern, zuckerfreie Nitrat- 
lésung, um NH, und Aminosiure anzureichern, in kurzdauernden 
Versuchen, zuckerhaltige Nitritlésung gefiittert. Nitrit bildet 
sich nach ,einigem Stehenlassen* bis 21 Tage’), NH, und 
R-NH, in der Zeit von 3—24 Stunden. 

Alle Versuche, die im lebendigen Geschehen etwas be- 
sagen sollen, miissen pathologische Zustiinde vermeiden. Darum 
sind Kostytschews zuckerfreie Kulturen, die bis zu 21 ‘Tagen 


') Vgl. bei Kostytschew Tab. 1. 
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stehen und langst desaminieren miissen, fiir den primiren Nitrat- 
abbau nicht sprechend. Nur kurzdauernde Versuche und dazu 
mit jungen Kulturen sind von Belang. Altere Kulturen sind 
beziiglich ihres Arbeitsvermégens zweifelhaft und das 'Trocken- 
vewicht ist fiir umgesetzte Stoffmengen nur bei ganz jungen 
Kulturen, bei denen der GroBteil der Hyphen lebend ist, eine 
mégliche RelationsgréBe. 

Die Uberlegung, daB die durch Zuckermangel nur bis 
HNO, gefiihrte Reduktion in der Hemmung synthetischer Vor- 
singe begriindet sein soll, ist mit der Tatsache nicht in EKin- 
klang zu bringen, daB gleichwohl die Stufe NO, zur Amino- 
siure weitergeleitet wird, wenn Zucker fehlt; auch ist es ener- 
getisch unverstaindlich, wie der viel gréSere Energieaufwand 
im zweiten Fall geleistet werden kann und man miiBte dieses 
Verhalten als spezifisches Verhalten des Pilzes zu salpetriger 
Siure als Nahrstoff bezeichnen, was gewiB nicht gerechtfertigt 
ist. Kostytschew gibt den stufenweisen Abbau eben nie an 
NO, als solchem, sondern fithrt die Zwischenstufe NO, selbst 
ein, um an ihr den weiteren Abbau zu studieren. Dies ist 
natiirlich méglich, aber jedenfalls ist physiologisch ein neuer 
Stoff eingefiihrt und der einheitliche Ausgangspunkt der Stoff- 
wechselkette aufgehoben. Die richtige Betrachtung von Zwischen- 
stufen mu’ wohl vom Ausgangspunkt begonnen werden. 

Von einzelnen Ergebnissen der T'abellen, die in direktem 
Widerspruch mit den sie zusammenfassenden Worten stehen, 
selen nur einige angefiihrt. Wenn gesagt wird, bei Abwesen- 
heit von Zucker sei der Verbrauch von NO, viel geringer als 
bei Gegenwart, so gilt das nicht immer, er ist in kurzdauernden 
Versuchen fast gleichgroB (Versuch 36, 37), bei noch kiirzeren 
sogar gréBer (34, 40), was ja zufallig sein mag. Die angegebenen 
Werte von NH, und R-NH,-Stickstoff sind vielfach so schwan- 
kend, dab ein einheitliches Bild nicht médglich wird. Z. B. 
Versuch 30—31 verglichen mit 32, 33 mit 34; 35: wo die 
Summe der Zwischenprodukte in der zuckerfreien Kultur gréBer 
ist, als in der Zuckerkultur; 36: wo die Summe der inter- 
mediiren Produkte in beiden Fillen gréSer ist als iiberhanpt 
N verbraucht wurde, (Die angefiihrten Fille lassen sich leicht 

14* 
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vermehren.) Ganz unerklirlich bleiben jedentfalls auch die 


Mengen des in kurzen Versuchen verbrauchten N. Da nach 


“. : ee ee Kohlehydrate , ; ” , 
Czapek das Verhiltnis eee bei Aspergillus annihernd 


: — eo eee wicht 
konstant ist, also auch das Verhiltnis Trockeagewieh 


Stickstott 
um nur ein Beispiel herauszugreifen, die zuckerfreie Kultur 
des Versuches 32 in 24 Stunden 17 mg N assimiliert und 
somit an Trockengewicht rund 100°/, zugenommen haben! 
Hier miissen Fehler in der Bestimmung vorliegen, wie es sicher 
in Versuch 34 der Fall ist, wo die zuckerfreie Kultur ganz 
unmotivierten N-Verlust erleidet. Damit soll nur gezeigt sein, 
daB trotz der groBen Fortschritte, die Kostytschews Arbeit 
zum ersten Male in der Frage bringt, noch manches unklar, 
revisionsbediirftig und prinzipiell zu belegen ist. 





, so miiBte, 


Kigene Versuche. 


Physiologische Methodik. 


Die Kulturen von Aspergillus niger wurden analog denen 
Kostytschews in Erlenmeyerkélbchen auf 100 ccm einer 
Nihrlésung gezogen, die im Liter Wasser n/10-KNO,, 1 g 
MgSO,, 1 g KH,PO,, eine Spur Fe und 50—100 g Rohr- 
zucker enthilt. Zusatz von n/10000-ZnSO, ist von giinstigem 
KinfluB auf das Wachstumstempo und den é6konomischen Koeffi- 
zienten und erzielt vollig sporenfreie, weife Decken. Die 
Kélbchen werden von Gummistopfen mit doppelter Bohrung 
verschlossen, durch die zwei Glasrohre fiihren, welche auBen 
etwas gebogen sind; das eine (a) schneidet mit der unteren 
Hliche des Stopfens ab, das andere (4) kann bis zum Boden 
verschoben werden. Dies geschieht aber erst, nachdem die 
Pilzdecke angewachsen ist, weil sonst in das Rohr Sporen ge- 
langen und es mit dichtem Mycel verstopft wird. An dem 
gebogenen Ende der Réhrchen wird dicht sitzend ein kurzes 
Stiick Gummischlauch angebracht, das seinerseits wieder mit 
einem Stiickchen Glasrohr, in welches sehr fest Watte geprebt 
wurde, verschlossen wird. Durch die starke Atmung des Pilzes 
herrscht im holben bald eine CO,-gesiittigte Atmosphire, wie 
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man sich durch das Ausléschen einer eingefiihrten Flamme 
leicht tiberzeugen kann. Im Verhiltnis zu Wattestopfen ist 
aber der dichtere Gummiverschlu8 im Rahmen von 3—5 Tagen 
ohne nachteilige Wirkung, wie Vorversuche mit Wattepfropf 
und Liiftung bei Gummistopfen bezeugten. Da der Mycel —N 
in den 3—5 Tage alten Kulturen 20 mg selten erreicht, so ist 
fiir quantitative Bestimmungen aus 6konomischen Griinden vor- 
teilhaft zu wissen, daB man in der KNO,-Konzentration ohne 
Nachteil auf ?/, der urspriinglich genannten heruntergehen 
kann, z. B.: 
N-Verbrauch bei n/10-KNO, innerhalb 3 Tagen 11,3 mg 
- » n/50-KNO, . 3 , 12,1 mg, 

dagegen ist eine Erhéhung der Zuckerkonzentration von 50 ¢ 
auf 100 g von Vorteil, besonders fiir die eigentlichen Versuche. 
Zu diesen wird die Niahrlésung durch das Rohr a, nachdem 
das Schlauchstiickchen entfernt wurde, abgegossen; der Ver- 
schluB wird steril aufgesetzt und an das Rohr 4 eine Flasche 
mit destilliertem Wasser angeschaltet, die nach Art eines 
Siphons funktioniert. Nachdem auf diese Weise 3—4 mal mit 
etwa 100 ccm gewaschen wurde, ist weder Zucker noch NO, 
nachzuweisen und die Kultur bereit fiir den Zusatz der Ver- 
suchslésung. Diese ist in gleichen Kélbchen sterilisiert vor- 
bereitet wie die Kulturen und wird ebenfalls durch das Rohr é 
zuflieBen gelassen. Das verbindende Glasrohr der Wasch- 
flasche und auch die anschlieBenden Glasréhrchen, sind mit 
Vorteil aus Jenaer Glas, weil sie anders durch das hiutige 
Abflammen in nassem Zustande leicht springen. Durch das 
wiederholte Auswaschen wird die Luft im Kolben so weit er- 
neuert, daB ein eigenes Durchliiften wihrend kurzdauernder 
Versuche nicht notwendig wird. — Streng steriles Arbeiten 
ist mit den gewdhnlichen Lisungen unbedingt erforderlich, da 
Infektion mit denitrifizierenden Organismen sofort falsche Er- 
gebnisse liefert. Eine gréBere Nitritanhiufung, d. h. etwa schon 
10~°-normal-HNO,, ist erfahrungsgemiB direkt ein Reagens 
auf Infektion. Besonders leicht geschieht diese in zuckerfreien 
und noch mehr in alkalischen Kulturen, also in einem fiir de- 
nitrifizierende Bakterien giinstigen p,,-Bereiche. Darum ist 
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das Arbeiten mit Nitratgemischen, die also n/100-HNO, ent- 
halten, eine wesentliche Erleichterung, weil, wie wiederholte 
Priifungen zeigen, eine Infektion durch denitrifizierende Bak- 
terien dort ausgeschlossen ist. 


Chemische Methodik. 


Die intermediiiren Produkte, die méglichst mengenmiBbic 
erfabt werden sollten, sind NO,, NH,, R-NH,. Die Nitrit- 
bestimmungen geschahen nach der bewihrten colorimetrischen 
Methode von Grie8-Il6ésvay. Ammoniak ist von vornherein 
nur auf dem Wege der Destillation in Vorlage zu bestimmen, 
da in den Zuckerkulturen die Methode von NeBler unanwendbar 
ist, aber auch in den zuckerfreien Lésungen durch andere 
Kérper (Phosphatide) als NH, positiv ausfallt. Die Destillation 
geschah nach Kriiger-Reich-Revoltella im Vakuum bei 
40°; die Vorrichtung Revoltellas ist eine wertvolle Ver- 
besserung, da gleich ersichtlich wird, ob NH, tiberhaupt vor- 
handen ist oder nicht, was sehr hiaufig das Titrieren erspart. 
Destilliert wurde in n/50-Schwefelsiure und ebenso mit n/50- 
KOH zuriicktitriert, um noch geringste Mengen NH, (der Um- 
schlagspunkt ist mit Methylrot trotz der Verdiinnung sehr 
scharf) zu erfassen. Die Bestimmung des Aminosiure-N er- 
folgte nach der gasvolumetrischen Methode von van Slyke. 
Die von der Ammoniakdestillation her alkalische Kulturfliissig- 
keit wird neutralisiert und auf 10 ccm eingeengt. Nur mub | 
darauf geachtet werden, daB dabei, sofern sie Zucker enthilt, 
keine starkere Gelbfirbung oder gar Braunung auftritt, weil 
das im van Slykeschen Apparat Gasfehler zur Folge hat. 
In diesem Fall erfolgt die Kinengung besser im Vakuum. Die 
Aminosiurestickstoffbestimmung erfolgt ebenso in den Hyphen, 
indem diese alkalisch (3°/, Na,CO,) bei 40° extrahiert werden 
und der Extrakt nach entsprechender Neutralisation verwendet 
wird. Um ein méglichst quantitatives Bild zu erhalten, sollten 
nicht nur die Mengen der gebildeten Zwischenstufen, sondern 
auch die der verbrauchten Nahrsubstanz untersucht werden, 
so daB auch fiir NO; und NO,, soweit sie zugesetzt wurden, 
analytische Bestimmungen in Anwendung kamen. Die Methode 
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von Kjeldahl-Jodlbaur ist fiir Nitrat nicht spezifisch, die 
gasvolumetrische Methode nach Lunge fir diesen Zweck nicht 
geeignet, weil das NO, dort nicht in verhiltnismaBig groBen 
Fliissigkeitsmengen bestimmt werden kann. Blieben die 
Methoden von Schléssing und Devarda, von denen die 
letzte wegen ihrer relativen Kiirze und Einfachheit den Vorzug 
hat. Auch entspricht sie vollkommen der hauptsiichlichen An- 
forderung: eine verhiltnismiBig grofe Nitratmenge, in viel 
Wasser gelést, auf Milligramm genau bestimmen zu kénnen. 
Sie ist auf Nitrit und Nitrat in gleicher Weise anwendbar. 


Auftreten der Zwischenprodukte in den urspringlichen 
Kulturlosungen. 

Da sich nach Kostytschew HNO,, NH, und auch 
Aminosiure nur in der Nahrlésung, nie im Mycel finden, so 
ist die Frage naheliegend, ob sie nicht auch in der ur- 
spriinglichen Kulturfliissigkeit, also ohne daf diese erneuert 
wiirde, sich nachweisen lassen. Dazu wurden Kulturen ver- 
schiedensten Alters gepriift, von zweitigigen angefangen. Tat- 
sichlich treten weder Nitrit noch Ammoniak auf, in den Hyphen 
so wenig als in der Nihrlésung; auch Nitrat fehlt in den Hyphen 
vollkommen, wie die empfindliche Probe mit Diphenylamin 
—H,SO, im Hyphenextrakt zeigt. Jedoch lassen sich Amino- 
siuren in ganz jungen, 2—3tigigen Kulturen allerdings in 
geringen Mengen, im Mycel mehr als im AuBenmedium, nach- 
welsen. 

Tabelle 1. 


Ausgangskulturen enthalten: 














nel NO, no, | NHN | NHN | gucker 
Tage mg 
2 a+ 0 0 0,04 incre 
3 +++ 0 0 0 +++ 
4 ted 0 0 0 eet 
5 wer’ 0 0 0 et 
1 pil 0 0 0 ++ 
11 ++ 0 0 0 + 
16 " 0 rT 0 0 
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Die Zwischenprodukte nach Wechsel der Losung. 

Wird eine Nihrlésung, von gleicher Zusammensetzung wic 
die urspriingliche war, auf die schon beschriebene Weise zu- 
gesetzt, so kénnen die Zwischenprodukte nicht gefaBt werden. 
Es liegt offenbar durch den bloBen Wegfall der vom Pilz aus- 
geschiedenen Stoffe keine hinreichende Milieuveriinderung vor, 
die zu Anreicherungen fiithren miBte. Es wurde, vom Augen- 
blicke des Wechsels der Lésung angefangen, eine stiindliche 
Priifung angestellt. Dabei zeigt sich, daB die ganz geringen 
Mengen NO,, wie sie sich als Verunreinigung des Zuckers in 
Mengen unter 3-10~® normal finden, im Laufe der 1. Stunde 
verschwinden, Wenn kein Zucker zugesetzt war, ist der 
Unterschied unwesentlich; es treten wohl Spuren von NO, auf, 
etwa von der 7. Stunde angefangen, sie sind aber sehr an der 
Grenze der MeBbarkeit (Millionstel Gramm N,O, und darunter) 
und nehmen auch in der Zeit biszu3 Tagen nicht zu, sonderneher ab. 

Dieselben Ergebnisse bringen Versuche, in denen die eigene 
Nihrlésung sterilisiert und wieder zugegossen wurde. 

Anders, wenn sie vor dem Sterilisieren zur Neutralisation 
etwas CaCO, zugesetzt erhielt, so daB dies etwas im Uberschub 
vorhanden war. Dann bildete sich NO, auch in Gegenwart 
von Zucker, allerdings immer in sehr kleinen Mengen. 

Dann wurde versucht, durch Nitrathunger die Aufnahme- 
seschwindigkeit fiir Nitrat und damit eventuell auch die Mengen 
der Zwiscnenprodukte zu steigern. Die Kulturen wurden zu diesem 
Zwecke entweder 2—3 Tage auf destilliertem Wasser belassen, 
nachdem Zucker- und Nitratreaktion negativ befunden waren, 
oder auf gewohnliche Lésung, vermindert um Nitrat oder auch 
um Nitrat und Zucker gebracht. Eine Anreicherung der Zwischen- 
produkte ist nach der Hungerperiode ebenso wenig wahrnehmbar. 

Um ein eventuelles Entweichen von gasférmigem N,O, 
kontrollieren zu kénnen, wurden Kulturen an eine Saugpumpe 
geschaltet und langsam Luft durchgesogen, welche vorher ein 
Gefi8 mit NaOH passiert hatte. Hinter jeder Kultur wurde 
sie durch ein Gefi8B mit GrieSschem Reagens geleitet, das 
gegen die iibrige Atmosphare mit Paraffin liquid. abgeschlossen 
war. Ks zeigte sich NO, nicht in Spuren. 
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Trotzdem ist, wie ja zu erwarten, ein Verbrauch fest- 
zustellen, nur vollzieht sich die Umwandlung ohne Anreiche- 
rung eines Zwischenproduktes. Bestimmt man die zugesetzte 
Nitratmenge vor dem Versuche nach Devarda und analysiert, 
nachdem in (100— 2) Prozent der Lisung die Bestimmungen 
des NO,, NH, und der Aminosiiure durchgefiihrt wurden, den 
Rest wieder nach Devarda, so ergibt sich nach Erginzung 
auf 100°/, eine Differenz, die den Betrag des vom Pilz assi- 
milierten Stickstoffes bedeutet. Es stellt sich heraus, daB der 
Verbrauch nach N-Hunger tatsichlich gréfer ist, — eine 
Anreicherung von Zwischenprodukten ist nicht zu erzielen. Aber 
nicht nur NO,, auch NH, fehlt vollstindig. Dagegen finden 
sich im Aufenmedium und in den Hyphen in einer Zeit bis zu 
20 Stunden geringe Mengen von Aminosiiure; sie fehlen fast 
vollig bei Fiitterung von gewodhnlicher Nitratzuckerlésung (!), 
sind dagegen bei Zuckermangel vorhanden und auch dann, 
wenn die Kultur vorher gehungert hat. 


Tabelle 2. 
Mit Wechsel der Lésung. 




















a a at Nach Zusatz NO | NHN NH,N 
Tage Stunden ; mg mg mg 

4 1— 7 KNO, + Zucker 0 0 0 0,05 
4 1— 7 KNO, ohne Z. 0 0 0 Spur 
4 7-11 KNO, + Z. 0 0 Q Spur 
4 7—11 KNO, ohne Z. 0 0 0 

5 16 KNO, + Z. 0 0 0 

5 16 KNO, ohne Z. 0 0 0 

5 20 KNO, + Z. 0 0 0 

5 20 KNO, ohne Z. 0 0 0 

6 24—30 KNO, + Z. 0 0 0 

6 24—30 KNO, ohne Z. 0 0 0 

5 48 KNO, + Z. 0 0 0 

5 48 KNO, ohne Z. = |Spurbis 0 0 

0,001 g 
(Diese Versuche sind einer groBen Zahl ihnlicher entnommen.) 
B) 16 Nihrlésung einer 0 0 0 
6 tigigen Kultur 
sterilisiert 
5 16 ebenso + CaCO,, | Spur 1,62 0,8 
sterilisiert 
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Tabelle 3. 


Quantitative Bestimmungen, 








Alter 
Tage 


6 


6 


6 


6 





Auf Zuckerlésung: Nitrathunger (4 Tage); dann N-Zusatz. 


Dauer 
Stdn. 


20 
20 


20 





Nitrat- 


N-Verbrauch 


mg 
23,4 
3,8 
27,1 
2.1 
24,1 
1,4 
22.6 


1,1 








Nach Zusatz 
von 


~KNO, + Zucker 


KNO, ohne Z. 


KNO, + Z. 


KNO, ohne Z. 


Nitratgemisch 
+ Z. 


Nitratgemisch 
ohne Z. 


Nitratgemisch 
+ Z. 


Nitratgemisch 
ohne Z. 


Tabelle 4. 


NO, 





i) 





NH,N 





NHN 











Alter 
der 
Kult. 


Tage 





Dauer 
des 
Vers. 


Stdn. 


24 
48 


48 





NO,N- 
Ver- 
brauch 


mg 





Nach Zusatz 
von 


Nitratgemisch | 


ohne Z. 


dgl. 


Nitratgemisch 


+ Z. 


Nitratgemisch 


ohne Z,. 


Nitratgemisch 


+ Z. 








NHN 
ms 








NH,N 


mgs 


oe 


0 


0 


0 


0,3 
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Versuche mit alkalischer Reaktion. 

Da das optimale p,, von Aspergillus — die eigene Kultur 
hatte ein solches von 3,4 — stark in der saueren Hilfte liegt 
(nach Sakamura um 2), und da der Pilz diese Saiuerung aus 
der Verbrennung des Zuckers herstellt, mi8&te unter Beding- 
ungen, die die Siurebildung forcieren, eine Hemmung auf- 
bauender Prozesse und somit auch eine Stauung in der Re- 
duktion der Salpetersiure eintreten, wie ja durch jede ein- 
seltige Beanspruchung des Stoffwechsels Teilglieder in seiner 
Kette minder glatt disponibel werden. In diesem Sinne 
wurden Kulturen in alkalisches Medium gebracht, weil der 
Pilz hier, um sein optimales p,, zu erreichen, zu erhdhter 
Siurebildung gezwungen wird. Alkalische Phosphatpuffer- 
gemische mit einem p,, um 6 eigneten sich hierzu nicht, da 
nach 22—24 Stunden die Reaktion bereits wieder stark sauer 
ist. Kine Anreicherung unterblieb in diesem Falle. Giinstig 
dagegen verliefen Versuche mit Zusatz von CaCO,, mit dem 
auch schon Ritter Nitritbildung erreicht hatte. Es liBt sich 
NO, in Zuckergegenwart und stirker bei Zuckermangel fassen, 
doch erscheinen die Mengen in jedem Fall sehr gering, wenn 
nicht Infektion vorliegt. Auch NH, tritt auf, ausschlieBlich 
in der Lésung, nicht in den Hyphen, und zwar hat wieder 
die Zuckerkultur weniger als die zuckerfreie. Die 
Aminosiiuremengen sind in beiden Fallen gering, in der Zucker- 
kultur aber gré8er. Das ist zwanglos das Bild einer Stauung. 
Die zuckerfreie Kultur wird davon stirker betroffen als die 
mit Zucker. Charakteristisch ist auch, daB hier die Zwischen- 
produkte linger (bis zu 24 Stunden und mehr) erhalten 
bleiben; da ja auch das alkalische Medium anhalt, bleibt das 
allzemeine Gleichgewicht lingere Zeit gestért. Ganz gleich 
verlaufen Versuche, die statt CaCO,, MgCO, zugesetzt er- 
hielten, also ein p,, haben, das bei 9,5 liegt. DaB es sich nicht 
um eine beschleunigte Aufnahme von Stickstoff handeln kann, 
wie man deshalb meinen kénnte, weil hier die Zwischenprodukte 
im Vergleich zu den Werten der bisherigen Versuchsanstell- 
ungen doch gréBere Mengen zeigen, dafiir sind lichtvolle Illu- 
strationen die quantitativen Bestimmungen der verbrauchten 











212 G. Klein, A Eigner und H. Miller, 


N-Mengen. Es zeigt sich niimlich, daB der tatsiichliche Ver- 
brauch an Nitrat im alkalischen Medium geringer ist als im 
normalen. (Tab. 5 u. 6.) 





























Tabelle 5. 
Alkalische Kultur. 
<a ee 
co & oa 
we | & c Lésung Myeel 
= Sf Zugesetzt setae Bre gaarse an aroegy, I 
< AS NO, |NH,N| NH,N NH,N 
Tage | Stdn. mg mg Ing mg 
6 16 KNO, + K,HPO, + 0 0 0 —- 
+ Zucker (py = 8) | | 
6 | 22 dgl. i aoe sins 
| _ (Sauer) 
5 12 KNO, + CaCO, + Z. }0,002')) 2,38 | 1,2 0,3 
4 24 del. 0,003 | 06 | 0,8 0,2 
4 16 dgl. 0,0015 | 1,47 1,1 0,52 
4 8 dgl. | 0,0007 0,97 0,3 -- 
Tabelle 6. 
Quantitative Bestimmungen. 
—————V———————————E —— 
- <3 > 1 0 
T5,/ 45 (48 
s=| 52/65 , uN | NHN 
=3/| 35 Zo Zugesetzt NO, NH,N NH,N 
< a ‘ea 
Tage} Stdn. | mg mg mg mg 
{ — |KNO, + MgCQ, +Z, — — — 
20 | 1,6 0,0015 0,41 0 
4 _ — |KNO, + MgCO, +Z. 
4 | 12 0,001 0,72 0,23 
3 — KNO, + CaCO, 
10 | 1,18 0 0,52 0,47 




















Nitratgemische. 

Eine andere Moglichkeit der Anreicherung von Zwischen- 
produkten hat Warburg in seinen Versuchen mit Chlorella 
gelehrt. Da undissoziierte Molekiile freier Salpetersiure vom 
Organismus reichlicher verarbeitet werden als Ionen — sei es, 





1) Messung in 10 em® der Loésung. 





Nitratassimilation bei Schimmelpilzen. 


Tabelle 7. 
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Nitratgemisch. 
ome ie ——— _ = 
be us Lésung Mycel 
q@ == © 
Seine Nach Zusatz : — : sani ; 
a Tae NO, |NH,N|RNH,N| NO, |NH,N RNH.N 
lage] Stdn. mg | mg mg | mg | mg mg 
4 | 1*/, | Nitratgemisch + Z.| 0 0 3.6 0 | 0 2,6 
2 11), Nitratgemisch 0 | 0,22 0,638 0 | O 2,1 
ohne Z. | | 
2 | 14/, KNO, + Z. 0 0 0,17 0] 0 | 15 
$ tf KNO, 0 0 Spur 0 0 1,27 
2 18 Nitratgemiseh 0 0 0,2 | — _ 
ohne Z. | 
2 3 Nitratgemisch 0 0,32 0,15 — _— 
ohne Z. 
2/18 KNO, + Z. 0 e | «@ a — 
2 | 14 |Nitratgemisch + Z| 0 | 0,417) 0,12 0 () () 
2 114 Nitratgemiseh 0 2 Spur 0 | O 0 
ohne Z. 
3 15 Nitratgemisch + Z.} 0 | 0,37 1,17 0 | () 0,52 
a Nitratgemisch 0 | 0,63 0,8 0 | 0 0,21 
ohne Z. 
3 | 21/, |Nitratgemisch + Z,] 0 | 0,31 1,21 0 | oO 1,1 
3 4 2%), Nitratgemisch 0 | 0,46 | 0,73 0 | 0 0,8 
ohne Z. | 
Ss Fe, KNO, + Z. 0 0 Spur 0] Oo 0,18 
3 13%, KNO, ohne Z. 0 0 0 0 | 0 0) 
dD 40 Nitratgemisch 0 0,29 0 0 | 9g 0,67 
+ Glueose | 
5 | 40 Nitratgemisch 0 0 0,58 0 | 9 (0,29 
+ Rohrzucker | 
» 2 Nitratgemisch 0 0,13 0,33 0 () 2,3 
+ Glucose 
5 12 Nitratgemisch 0 0 0,06 0 0 0,81 
+ Rohrzucker 
daB sie leichter permeieren, wodurch die Lebenstitigkeit an 
































und fiir sich gesteigert wird, sei es, daB sie der enzymatischen 
Titigkeit iiberhaupt konformer sind —, wurden solche in ge- 
eigneten Gemischen von Nitrat und Salpetersiiure geboten. So 
wird nach Warburg in einem Gemisch von n/,,.-KNO, und 


j 


n / 100 


-HNO, die Konzentration undissoziierter Molekiile auf 
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6,107 4 Mole HNO, gebracht, eine Konzentration, die sonst erst 
hei der 9 fachen Menge HNO, ohne Nitrat erreicht wird. Der 
Erfolg gegeniiber bloBer KNO, - Fiitterung ist offensichtlich. 
Schon von 1 Stunde angefangen, sind intermediiires Ammoniak 
und Aminosiure nachzuweisen. Nie dagegen, auch in zucker- 
freien Kulturen NO,! Es wurde natiirlich ein Kontrollversuch 
angestellt, ob nicht salpetrige Siure durch die n/,,,-HNO, ver- 
drangt wurde; es zeigte sich, da8 dies durchaus nicht der 
Fall ist. Die Anhaiufung der Zwischenprodukte beruht 
hier auf einem in bezug auf die Zeiteinheit tatsiich- 
lich gréBeren Verbrauch der N-Quelle, wie quantitative 
Messungen eindeutig zeigen. Somit erweist sich das Nitrat- 
gemisch als das geeignetste Milieu, den Ablauf der NO,-Re- 
duktion von einheitlicher Ausgangsquelle aus zu_ studieren. 
(Tab. 7.) 

Da aus Kostytschews Ansicht, dab die Zwischenprodukte 
im AuBenmedium allein gebildet werden, die Auffassung nahe 
gelegt wird, es sei die Anhiiuiung wenigstens von NH, die 
conditio sine qua non der Aminosiiurebildung, wurden Ver- 
suche auf méglichst kurze Intervalle beschriinkt, um eventuell 
ein Stadium festzulegen, das NH, und noch keine Aminosiure 
aufweist. Es zeigt sich, daB das nicht gelingt; von den 
kiirzesten Zeiten, etwa 1/, Stunde, angefangen treten Amino- 
siuren auf, dagegen nicht immer NH, und es zeigt sich in 
diesen kiirzesten Versuchen immer ein Uberwiegen des Amino- 
siure-N iiber dem NH,-N. Verdeutlicht wird das durch Ver- 
suche, in denen die Kulturen vorher mehrere Tage unter Stick- 
stoffhunger gebracht worden waren. In diesem Falle treten 
ausschlieBlich Aminosiure auf und kein NH,. Festzuhalten 
ist, daB NH, nur im AuBenmedium auftritt. Aminosiure da- 
gegen immer auch in den Hyphen; und zwar in ganz kurzen 
Versuchen in den Hyphen in gréBerer Menge als im 
AuBenmedium.  (‘l'ab. 8.) 

Um den Ursachen der Aminosiiureanhiiufung niiher zu 
kommen, wurden, da sie zweifellos mit der Zuckerveratmung 
im Zusammenhang erscheint, Kulturen in Bedingungen ge- 
bracht, die beziiglich der Atmung extrem sind: sie wurden 
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Tabelle 8. 
N-Hunger: 6 tagig. 























mM 

2 
bs 5 : iS Lésung Mycel 
23/52 Fuces eS eee = 
—=ma13 5 uugesetzt . EN, gM ow ee - : 
<a As NO, sain il meni NO, | NH,N|R-NH,N 
Tage] Stdn mg| mg | mg |mg] mg mg 
4+6] 1 |Nitratgemisch + Z.! 0 0 0,17 Oo; 0 | 1% 
4+6] 1 Nitratgemisch 0; O 0,29 0 0 | 41,16 

ohne Z. | 

4+6] 2 |Nitratgemisch +Z.; 0 | 0O 0,39 0 0 | 1,28 
4+6] 2 Nitratgemisch 0 | -Spur 0,36 0 0 0,92 


einerseits stark durchliiftet, andererseits in anaerobe Verhiilt- 
nisse versetzt. Ks stellt sich heraus, dab, wihrend sonst der 
Aminosiure-N in den kurzdauernden Versuchen iiber den 
NH,-N immer tiberwiegt, er im Fall der Durchliiftung hinter 
ihm zuriicktritt. 

Anaerobe Bedingungen haben in kurzdauernden Versuchen 
auf das Verhiltnis NH,:Aminosiiure keinen wahrnehmbaren 
MinfluB. Doch sind sie auBerdem wichtig wegen der sonst 
nicht aufscheinenden Stufe der salpetrigen Siure, die nach 
Kostytschew und Warburg unter anaeroben Verhiiltnissen 
erreicht werden soll. Um niedere Sauerstoffpartialdrucke zu 
erhalten, wurde in den Kulturen einerseits 1 Stunde lang Luft 
durchgeleitet, die konzentrierte alkalische Pyrogallollésung 
passiert hatte, andererseits wurden Kulturen bis an den Rand 
des Kolbens vollstiindig mit der Nihrlésung gefillt und die 
Wattefiillung der Glasréhrchen mit Paraffin luftdicht ab- 
geschlossen. In jedem Falle kam das Nitratgemisch in An- 
wendung. Da der Sauerstoffmangel offenbar zu einer Ver- 
langsamung der Lebensvorginge fiihrt, kann hier der Vorgang 
der Nitratreduktion wihrend lingerer Zeitriume  verfolgt 
werden. NH, tritt gleichzeitig mit Aminosiure schon nach 
1 Stunde auf, nimmt wenig zu und bleibt dann bis zu 24 Stunden 
anniithernd konstant. Aminosiuren sind anfiinglich in gewéhn- 
licher Menge vorhanden, nehmen aber gegen etwa 20 Stunden 
ab, so daB NH, am la&ngsten in der Lisung erhalten scheint. 
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In der zuckerfreien Kultur ist der ganze ProzeB etwas ver- 
zogert, die gebildeten Mengen der intermediiiren Produkte er- 
reichen aber sehr weitgehend die der Zuckerkulturen. Nitrit 
tritt auch hier titberhaupt nicht auf. Die Anschauung 
Warburgs, es werde ein C-Atom von --NO, unter anaeroben 
Bedingungen wie freier Sauerstoff veratmet und daher trete | 
NO, auf, kénnte ja fiir Aspergillus wohl nie Anwendung finden, 
da der Pilz in seiner fakultativ sehr starken intramolekularen 
Atmung ein weit besseres Mittel zur O-Versorgung besitzt. 
(Tab. 9.) 
Tabelle 9. 


Anaerobe Kultur. 























. Rg 
oe pe Lésung Mycel 
~~ SITs 2 T ¢ y , italics os 
alas Nach Zusatz | 0, |NH,N| RNH,N |NH,N R-NH,N 
Tage} Stdn. mg | mg mg mg | mg 
4 6 |Nitratgemisch + Z.]| 0 | 0,46 0,87 0 | 0,32 
4 | 6 Nitratgemisch 0 | 0,53 | 0,62 0 | 0,26 
ohne Z, | | | 
6 110 | Nitratgemisch + Z.] 0 | 0,69 | 0,9 9 | 0,21 
6 110 Nitratgemisch 6 | Oa1 | OS 0 0,24 
ohne Z. | | 
5 | 1/,| Nitratgemisch+7Z.] 0 | 0,08 | 0,12 0 0,46 
5 1"), Nitratgemisch 0 | 0,06 | 0,096 0 0,13 
ohne Z. | | 
5 8 | Nitratgemisch + Z.] 0 | 0,17 0,4 0 -— 
5 | 8 Nitratgemisch 0 | 0,17 0,58 0 — 
ohne Z. | 
5» |24 |Nitratgemisch + Z| 0 | 0,17 Spur — — 
5 | 24 Nitratgemisch 0 | 0,08 0,11 — — 
ohne Z. | 
5 |70 |Nitratgemisch + Z.] 0 | 0 0 0 0 
5 170 Nitratgemisch 0 | oO 0,46 0,06 0,115 
| | Desami- 
_ nierung 

















Die Rolle des Zuckers laBt sich dahin charakterisieren, 
daB er als Atmungsmaterial eben unerliflich und auf die 
Dauer darum auch auf die Nitratreduktion von _ be- 
stimmenden EinfluB ist. Anfiinglich ist ein prinzipieller 
Unterschied zwischen zuckerfreier und zuckerhiltiger Kultur 





| 
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nicht wahrnehmbar, héchstens cin gradueller, insofern nimlich 
die gebildeten Mengen der Zwischenprodukte in den Zucker- 
kulturen etwas iiberwiegen. Ein ihnlicher gradueller Unter- 
schied legt zum Beispiel auch vor, wenn an Stelle von 
Rohrzucker Traubenzucker gegeben wird. Die umgesetzten 
Mengen erscheinen gréBer, der Ablauf der Nitratreduktion 
rascher. 

SchlieBlich wurde noch eine Reihe von Versuchen durch- 
gefiihrt, um den eventuellen EinfluB verschieden starker Kon- 
zentrationen nicht dissoziierter HNO,-Molekiile auf die Menge 
von auftretendem NO,, NH, und R—-NH, in Lésung und Mycel 
zu erfassen. 

Die Tabelle zeigt besonders die Abnahme yon Amino-N 
in der Lésung mit fallender Konzentration. 


Nitrit ist auch bei sehr hoher Konzentration nicht greifbar. 








_— : , . NH,.-N 
KNO, + HNO,| Stunden NH, Se eee | 
Mycel Lésung 
n/5 + n/50 6 0,24 1,35 0,11 
12 0,39 0,45 0,23 
24 0,04 0,85 0,11 
n/5 -+ n/100 6 0,67 237 | 0,17 
12 0,50 0,85 | 0,09 
24 0,51 108 | 0 
n, 20 -+ n/100 6 0,45 141 | 0 
12 0,27 1,02 | 0 
24 0,54 0,85 | 0,06 = 0 











Prifung anderer Kohlenstoffquellen. 


Von diesem Standpunkt erschien es erfolgversprechend, 
statt Rohrzucker und Glucose, die als gute Atmungsmaterialien 
bekannt sind und deren Spaltprodukte man allgemein als die 
Substanzen auffaBt, die das Kohlenstoffgeriist der Aminosaiuren 
liefern, andere Substanzen als C-Quelle zu beniitzen, besonders 
solche, die langsamer oder schwieriger veratmet werden oder 
tiberhaupt als schlechtes Atmungsmaterial bekannt sind. 

Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, CLIX, 


15 
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Tabelle 10. 








Kohlenstoft- 


quelle 


Stunden 














Glycerin 


Galaktose . 


Lactose . 


Mannit . 


Apfelsiiure . 


Olsiiure . 


Benzoesiure 


Chinasiiure 














0,11 
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Der Pilz wurde mit Nitratgemisch und der betreffenden 
C-Quelle statt Rohrzucker zum Versuch versetzt. Die Re- 
sultate sind in Tabelle 10 zusammengefaBt. 

Glycerin liefert nach 6 Stunden die gréBten Mengen von 
Zwischenprodukten, speziell Aminosiiuren in der AuBenlésung, die 
im Verlauf von 24 Stunden rasch verschwinden. Ebenso ver- 
hilt sich Lactose, Mannit und Apfelsiiure. Galaktose zeigt in 
den ersten 24 Stunden fast einheitlich steigende Werte. Ol- 
siure zeigt stiirkste Stauung nach 12 Stunden. Das Bild nach 
6 Stunden (speziell Aminosiure in den Hyphen) kann wohl 
auf die noch vorhandenen OC-Reserven zuriickgefiihrt werden. 

Die cyclische Chinaséure, deren Verwertbarkeit bei Pilzen 
hekannt ist, zeigt ihrer schwereren Verwertbarkeit entsprechend 
verlangsamten Verlauf des Prozesses. Bis zu 24 Stunden An- 
reicherung von NH, und Aminosiure in der Lésung und Ab- 
nehmen der Aminosiure im Mycel (voriibergehender Mangel 
an ©-Reserven), dann allmihliches Ausklingen zu den Zahlen 
beim Zucker. 

Nur die Benzoesiure zeigt ein abweichendes Bild. Starker 
Anstieg der Stoffe in der Lésung bis 12 Stunden, dann schneliles 
Verschwinden von NH,, wihrend Aminosiure hier in der 
Lésung am laingsten erhalten bleibt. (Tab. 10.) 


Der Einflu8 von Narkotikum und Blausaure. 


Um eine eventuelle Trennung der angehiuften Produkte 
herbeizufiihren, wurden Kulturen verschiedenen Faktoren aus- 
gesetzt, die fiir den Ablauf des lebendigen Geschehens von 
Belang sind. So wurde der Einflu8 des Lichtes untersucht. 
In kurzdauernden Versuchen, die allein angestellt wurden, 
zeigt sich kaum eine Anderung gegen die gewéhnlichen Be- 
dingungen, wenn die Kulturen dem Lichte einer Metalltaden- 
lampe von 4000 Lux ausgesetzt werden. Jedenfalls ist keine 
Zunahme der intermediiren Produkte, vielfach eher eine Per- 
meabilititsabnahme gegeniiber unbelichteten Kulturen zu kon- 
statieren. 

Ferner wurde im Sinne Warburgs der EinfluB eines 
Narkotikums, des Phenylurethans und der Blausiure unter- 


15* 
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sucht. Kine Trennung der Zwischenprodukte, so da8 eines 
einseitig gesteigert oder ebenso unterdriickt auftriite, ist nicht 
wahrnehmbar. Es ist vielmehr fiir alle Zwischenprodukte eine 
einheitliche Wirkung festzustellen, eine Steigerung in geringen 
Konzentrationen, eine Hemmung in gréBeren. Jedoch ist der 
Pilz widerstandsfihiger als Warburgs Alge. Wihrend die 
N-Assimilation der Chlorella durch Konzentrationen von HCN 
10—®normal um 60—80°/,, durch 107°-normal um 95°/, ge- 
hemmt erscheint, reagiert der Pilz erst bei 10~*-normal im 
Sinne einer Hemmung. Und zwar verschwindet zwischen 10~°- 
und 10~4-normal das NH,, Aminosiiuren werden zuletzt von 
der Schidigung betroffen. (Tab. 11.) 


Nitratgemisch + KCN. 








Tabelle 11. 
) 






































~ - ™m 
s#|as Lésung Mycel 
4145 | Konzentration | No, |NH,N| R-NH,N |NH,N| R-NH,N 
Tage | Stdn mg | mg mg mg mg 
4 | 6 n, 1075 + Z. 0 | 67 | 1,028 0 0,92 
4 | 6 n.10~5 ohne Z | 0 | 0,12) 0,514 | 0 0,31 
4 6 n. 1074 + Z 0 | Spur] 1,38 0 0,21 
{ 6 n. 1074 ohne Z. | 0 0 | 0,08 0 0 
Tabelle 12. 
Nitratgemisch + Phenylurethan. 
te wm 
3 2 Me Lésung Hyphen 
24 3 = Phenylurethan-°/, Sunn: TAN Ceaaacbelinne = 
a" 1a> NO, |NH,N! R-NH,N |NH,H| R-NH,N 
Tage | Stdn mg | mg mg mg mg 
5 | 24 | 0,026%, + Z. 0 0,098 Spur | 0 0,22 
5 24 | 0,026°/, ohne Z. i 0 0 0 
5 | 14 | 0,013°, + Z. 0 | 0,38 0,02 0 Spur 
5 14 0,013°/, ohne Z. 0 | Spur — 0,52 0 0,13 

















Auch Phenylurethan wird bis zu einer doppelten Kon- | 
zentration wie bei Warburgs Chlorella, d. i. bis zu 0,026°/, | 





—_—_— —_- i 
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ohne Schadigung ertragen. Der NarkoseprozeB erscheint wieder 
als eme Verlangsamung der Lebensvorgiinge: auch nach 
48 Stunden ist bei narkotisch wirkenden Konzentrationen noch 
NH, vorhanden. Die Aminosiuremengen sind gering und zwar 
fehlen sie bier in den Hyphen fast vollig. (Tab. 12.) 


Zusammenfassung und Diskussion der Ergebnisse. 

Es wurden als Zwischenprodukt der Nitratreduktion von 
einheitlicher Ausgangsquelle aus Ammoniak und Amino- 
siiure und unter gewissen Bedingungen Nitrit gefunden. 

Mit Ausnahme der Aminosiiure erscheinen die Produkte 
auf das Aubenmedium beschrinkt, nur diese allein finden sich, 
quantitativ oft tiberwiegend, auch in den Hyphen. Die Mittel, 
die zur Festlegung der Zwischenprodukte in Anwendung 
kommen, sind: gesteigerter Verbrauch der N-Quelle durch 
Darbietung des Nitratgemisches einerseits, alkalische Kultur 
und anaerobe Bedingungen andererseits. Im Effekt wird in 
beiden Fallen dasselbe erreicht: Sichtbarwerden gewisser inter- 
mediirer Produkte. ‘'Tatsichlich sind es aber zwei ganz ver- 
schiedene Wege, auf denen sich gleiche Vorginge ereignen, 
die aber Verschiedenes bedeuten. Nur bei oberfliichlicher Be- 
trachtung kann man aus der Menge des angehiiuften Produktes 
auf gréBeren N-Umsatz ttberhaupt schlieBen. In Wirklichkeit 
stehen Zwischenproduktsmengen und umgesetzte N-Menge ohne 
Proportionalitit zueinander. Wabhrend von den gebotenen 
Nitratkombinationen: reines Nitrat, Nitratgemisch, alkalisches 
Nitrat die Reihe des Verbrauches liiuft: Nitratgemisch, KNO., 
KNO, -+- CaCO,, liiuft die Reihe der zugehérigen Mengen an 
Zwischenprodukt: KNO, + HNO,, KNO, + CaCO,, KNO, (= 0). 
Ks ist streng zu scheiden zwischen der Menge angehiuften’ 
Zwischenproduktes und der tatsichlich verbrauchten Stickstoff- 
menge, zwischen Anreicherung und normalem Verlauf. 
Weil diese Trennung bisher nie durchgefiihrt wurde, ja viel- 
fach der Irrtum geschah, Anreicherung schon fiir normalen 
Ablauf der Nitratreduktion zu setzen, so waren viele Fragen 
nur ungenau zu beantworten oder iiberhaupt nicht stellbar. 
Die Frage, welches Zwischenprodukt erscheint am friihesten, 
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beantwortet sich nicht, wie man erwarten dirfte: NO,, dann 
NH, usw., sondern umgekehrt: Aminosiuren und NH, fast 
eleichzeitig; im Zeitpunkt des Auftretens aber sind Amino- 
siuren in der Regel stirker angehiuft als jedes andere 
Zwischenprodukt. Nitrit ist nur in seltenen Fallen spuren- 
weise greifbar. An der Reihenfolge der Kette indern beziig- 
lich des Auftretens kein Gift noch irgendwelche andere Be- 
dingungen etwas. Immer wird die Aminosiure yon der 
Schidigung zuletzt betroffen. Das geringe Auftreten der Amino- 
siiure in alkalischen Kulturen wird darauf zuriickgefiihrt, da 
durch einseitig iibertriebene Saéureproduktion des Pilzes — 
unter der Annahme, da8 diese zur Alkaliabstumpfung und Er- 
reichung des optimalen p,, verbraucht werden — die zur 
Aminosiiure nétigen Prozesse vernachlissigt werden, womit 
gleichzeitig die Begriindung fiir die Anhaéufung von NH, und 
auch NO, gegeben erscheint. 

Die Frage nach der Ursache der Anreicherung, die weder 
Kostytschew noch Warburg eroértern, findet unter Beriick- 
sichtigung des Grundsatzes, da zwischen Anreicherungs- 
produkten und Ablauf in extenso geschieden werde, aus den 
Versuchsergebnissen eine mégliche Antwort. Nimmt man ein 
Entstehen der Zwischenprodukte sukzessive in der Nihr- 
lésung an im Sinne: NO, —-> NH, —-> R-NH, und 1labt 
gleichzeitig die Kostytschewsche Feststellung gelten: es 
‘indere sich im Verlauf kurzdauernder Versuche das Trocken- 


gewicht nicht, d.h. es kommt kein Stickstoff in den Pilz, es — 


sei denn, er habe die aufen greifbaren, intermediiren Mengen 
passiert, so ist nur die Vorstellung moéglich, es kénne, wenn 
schon nicht ohne NO, kein NH,, so doch ohne Anh&ufung 
von NH, keine Aminosiiure gebildet werden. Diese Vorstellung 
ist aber aus der T'atsache, da& Aminosiuren lingst und iiber- 
wiegend mit oder vor NH, auftreten, zuriickzuweisen. Kine 
Gleichung angehiuftes Zwischenprodukt = absolut verbrauchter, 
tatsiichlich reduzierter Nitrat-N, existiert nicht. Es zeigt sich 
immer, daf liingst N assimiliert ist, oft in einem Vielfachen 
der angereicherten Mengen (extrem bei der Uberfiihrung in 
reine NO,-Lésung, wo sich Zwischenprodukte nur spurenweise 
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bilden, der Verbrauch von N aber immerhin mg-Werte ein- 
nimmt‘, der sich einer stufenweisen Verfolgung entzieht. Diese 
Annahme: in einer neuzugesetzten Nihrlésung vollzieht sich 
im Laufe von 3—24 Stunden der ganze Vorgang der Nitrat- 
reduktion, verzichtet auf jede Beantwortung der Frage: was 
war vorher, was ist nachher? Weshalb ist auch in Lésungen 
ganz junger Kulturen nie Zwischenprodukt nachzuweisen, wes- 
halb endet der Strom der sichtbaren Nitratreduktion nach 
etwa 24 Stunden oder wo flieBt er dann? Die hier versuchte 
Erklarung ordnet sich zwischen alle diese Fragen ein. Wir 
haben es im Falle der Anreicherung von NH,, even- 
tuell NO, mit einer Stauung zu tun, die von der 
Aminosiure riicklaufig wirkt. Normalerweise verliuft der 
ReduktionsprozeB — NO, >» NO, —-> NH, > R-NH, — 
spurlos. Wird aber durch irgendeinen Faktor das Gleich- 
gewicht des glatten Ablaufes nach einer Seite hin gestért, so 
erfolgt aus der Unméglichkeit weiterer Verarbeitung der Amino- 
siure zunachst eine Anhaiufung dieser; wird das Gleichgewicht 
im selben Sinne noch weiter verschoben, eine Anreicherung 
von NH, und in fortgesetzter Folge von NO,. Sobald der 
Organismus zu einer Regelung seiner aufbauenden Prozesse 
gelangt ist, erfolgt allmihliches Verschwinden der Zwischen- 
produkte. Die kurzdauernden Versuche — und nur solche 
kommen in Betracht — gewihren Einblick in dieses Geschehen. 
Die Gegeniiberstellung der beiden Versuchsserien: Nitratgemisch 
einerseits, alkalische Versuche andererseits, die durch ganz 
verschiedene Methoden und physiologisch véllig heterogene 
Wege das namliche Phinomen erscheinen lassen, erlaubt weiter 
einen Schlu8 auf die Art der Verschiebung des Gleichgewichtes 
und damit auf den Grund der Anhiufung iiberhaupt. Es 
handelt sich offenbar darum, daB in der neuen, von allen, 
auch férderlichen Ausscheidungselementen des Pilzes, freien 
Lésung der der Aminosiiuresynthese koordinierte und von ihr 
weiterfiihrende Teil des C-Stoffwechsels nicht so rasch in Zu- 
sammenhang mit den sonstigen Lebensfunktionen verfiigbar 
ist. Im Nitratgemisch ist er nicht imstande, mit dem un- 
gewohnlich hohen Nitratumsatz Schritt zu halten, im alkali- 
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schen Medium wird er hefiig nach einer anderen Seite bin 
beansprucht. In beiden Fallen darum die Stauung, die An- 
reicherung des NH,. 

Die Reduktion von Nitrat zur Aminosiure nimmt tat- 
sichlich ihren Weg tiber NO, und NH.. 

Die Intermediirprodukte sind aber nicht in der Reihen- 
fulge ihres Entstehens, sondern nur riicklaéufig durch Riick- 
stauung greifbar. Der ganze ProzeB der Reduktion verliiuft 
so glatt, da8 nur unter extremen Bedingungen, die in den 
Kohlehydratumsatz eingreifen, und nur voriibergehend von 
der gehemmten Aminosiiureverarbeitung aus die vorausgehenden 
Zwischenprodukte angereichert werden. 


Die Nitritverarbeitung. 

Kostytschew hat seine Versuche beziiglich der NH,- 
Anreicherung ausschlieBlich mit KNO,-Fiitterung durchgefiihrt. 
Wenn es auch nicht der Weg ist, von der leichteren Verwert- 
barkeit emer Substanz aut ihre Rolle als Zwischenprodukt zu 
schlieBen, so gibt, sekundir genommen, der Abbau einer als 
Zwischenprodukt erkannten Verbindung wertvolle Aufschliisse. 
So ist es sprechend, daB z. B. in NH,NO, das NH, zuerst 
verbraucht wird und das Salz somit physiologisch sauer wirkt 
oder ebenso, wenn bei Nitratfiitterung gleichzeitig vorhandene 
geringe Nitritmengen raschestens verbraucht werden. 

Bei NO,-Fiitterung treten tatsichlich NH, und Amino- 
siuren als Zwischenprodukt auf, wenn auch nie in den Mengen, 
die Kostytschew angibt. Wie quantitative Bestimmungen 
zeigen, liegt der Grund der Anhiiufung hier ebenfalls in einer 
Steigerung des Verbrauches. Mag diese nun ein spezifisches 
Reagieren des Pilzes auf Nitrite als Nahrquelle sein, oder im 
Zusammenhang damit stehen, daB die Reduktion eines O-Atoms 
erspart wird oder auch, daB die schwache Siure (was sonst 
das Nitratgemisch erreicht) reicher an undissoziierten Molekiilen 
ist. Kostytschew setzt seinen Versuchen immer CaCO, zu 
und erreicht durch das also alkalische Milieu immer die Re- 
sultate alkalischer Versuche tiberhaupt, wie sie ja schon be- 
sprochen wurden. Das Alkalischhalten hat seinen Sinn darin, 
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daB die durch die Siureproduktion des Pilzes eventuell in Frei 
heit gesetzte HNO, giftige Wirkung hat. DaB gréBere Mengen 
Siiuren frei werden, wird aber schon dadurch, daB KNO, doch 
physiologisch ein alkalisches Salz ist und eben durch die NH,- 
Anreicherung einigermaBen paralysiert, so daB kurzdauernde 
Versuche ohne Schidigung auch ohne CaCO, ausgefiihrt werden 
kénnen. Kin Vergleich von Versuchen mit CaCO, und ohne 
solches bringt das von den Nitratversuchen im selben Sinne 
bekannte Bild. Der tatsiichliche NO,-Verbrauch ist im CaCO,- 
freien Medium gréfer+), die intermediir gebildeten Mengen 
von NH, und R-NH, iiberwiegen aber im alkalischen Milieu. 
Dieses Ergebnis deckt sich mit dem, was bei NO,-Fiitterung 
festgestellt wurde und bestiitigt die dort ausgesprochene Auf- 
fassung. (Tab. 13.) 
Tabelle 13. 


Nitritverarbeitung. 





























Vers.- P Oe Mycel] Lsg. |Mycel} Lsg. 
Kult. | Zeit Zugesetzt Ver- | NH,N| NH,N| NH,N| NH,N 
braueh 

Tage} Stdn. mg mg mg me 
4 13 | KNO, + CaCO, + Z. 3,22 0 1,9 0,4 1,3 
4 13 | KNO, + CaCO, ohne Z.} 2,8 0 1,47 | 0,4 1,2 
5 5 |KNO, + CaCO, + Z. 3,4 0 1,07 | 1,06 1,1 
5 5 | KNO, + CaCO, ohne Z.} 2,5 0 0,97 | 1,04 | 0,9 
3 14 | KNO, + Z. 6,1 0 2,1 — 0,9 
3 | 14 | KNO, ohne Z. 5,0 e 466)... F- 44 
5 |KNO, + Z. 41 o | 11 | 20 11 
3 5 |KNO, ohne Z. 3,9 0 | 1,0 | 1:2 1,0 


Die verwendete KNO,-Lésung ist n/50 KNO,. 


Ammoniakverarbeitung. 


In logischer Folge aus dem bisherigen wurden unter den 
nimlichen Gesichtspunkten, wie sie eingangs der Nitritver- 
arbeitung erwahnt sind, Ammoniakfiitterungen angestellt. Die 
viel diskutierte Frage, ob Nitrat oder Ammoniak ein besserer 





1) Deckt sich mit Prianischnikow: Wasserstoffionenkonzentration 
und Nitritverbrauch sind proportional! 
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Nahrstofi sei, entscheidet sich fiir kurzdauernde Versuche dahin, 
daB die aus NO, und NH, aufgenommenen N-Mengen in 
gleichen Zeiten ungefihr gleiche Werte einnehmen. Quan- 
titative Bestimmungen des Verbrauches und der gebildeten 
Aminosiure—N-Mengen wurden unter Fiitterung von (NH,),SO, 
angestellt. Jedoch wurde auch (NH,)NO, und (NH,),CO, ge- 
fiittert. Quantitative Analysen des letzteren sind wegen des 
starken Abdissoziierens von NH, in gasformigem Zustand un- 
moéglich. Eine Mehrbildung an Zwischenprodukt ist sowohl 
bei (NH,),CO, als auch (NH,),SO, + CaCO,-Fiitterung wahr- 
nehmbar. Obwohl hier quantitative Bestimmungen aus dem 
genannten Grund nicht méglich sind, ist aus den friiheren 
Erkenntnissen und aus dem Umstand, daB die hier gebildeten 
Zwischenproduktsmengen an Aminosiiure den absoluten Ver- 
brauch bei bloBer (NH,),SO,-Fiitterung nie erreichen, der Schluf 
erlaubt, es habe das alkalische Milieu hier die namliche wohl- 
bekannte Wirkung: tatsichlich geringeren Verbrauch an Stick- 
stoff, sichtbar aber Uberwiegen der intermediiren Produkte. 
Da Iner die letzte intermediaire Stufe vor der Aminosiure, 
das NH, als Nihrquelle geboten wird und die Synthese zur 
Aminosiiure verhiltnismaBig am enthiilltesten zur Betrachtung 
liegt, erscheint hier auch am ehesten die Méglichkeit gegeben, 
der Frage: wo entstehen die Zwischenprodukte, nahe zu kommen. 
Soll diese Frage auch erst am Schlusse Erérterung finden, so 
ist hier doch im Hinweis auf sie das Tatsachenmaterial fest- 
zustellen. Es zeigt sich, daS auch bei NH,-Fiitterung ebenso 
wie bei allen bisherigen Versuchen NH, auch nicht in Spuren 
im Organismus selbst zu greifen ist. Wiederholt wurden Pilz- 
decken, die 1/, Stunde bis zu 12 Stunden auf (NH,)-Salz ge- 
weilt hatten, mit Wasser gewaschen, bis das letzte Wasch- 
wasser mit NeBler keine Spur Gelbfairbung leferte. Wurden 
sie hierauf zerrieben oder kurz aufgekocht oder auch intakt 
der Vakuumdestillation unterworfen, so zeigten sich nicht die 
kleinsten Ammoniakmengen.') Dagegen finden sich regelmibig 


-—-— 





!) Wird die im Revoltellaschen Destillationskontrollapparat durch 
den Trichter zufiithrbare Siiure auf n/400 gebracht, so miiBten iiber- 
destillierende Spuren Ammoniak eine Gelbfirbung des Metbylrots erzielen. 
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Tabelle 14, 
NH,-Verarbeitung. 
) Versuchs- NH,N NH,N- NH,N- 
Alter d; > 7° 7 ‘b he »} H i I + © . 
auel zugesetzt verbraucht yphen ,0sung 
Tage | Stunden mg ng mg 
6 12 (NH,).SO, Fy | 0,6 2 
Zucker 
6 13 (NH,),SO, 2,8 0,4 1,2 
ohne Zucker 
6 8 (NH,),SO, 2,7 1,1 0,8 
Zucker 
6 8 (NH,),SO, 2.1 0,39 0,5 
ohne Zucker 
) 5 (NH,).SO, 1,07 0,92 0 
ohne Zucker 
5 3 (NH,),SO, 2 1,1 0-Spur 
Zucker 
6 4 (NH,),.SO, 2,7 1,19 0,08 
Zucker 
3 Yi, (NH,),S0, 4,3 0,9 0,3 
| Zucker 
yy, (NH,),S0, 0,92 0,767 0,21 
Tabelle 15. 
Alter d. | Dauer d. 7 Mycel 
Kultur | Versuchs Nach Zusatz a : 
_— NH, | RNH,N 
‘Tage | Stunden j - mg | mg 
4 14 n/50-(NH,),CO, 0,52 0 0,41 
+ Zucker 
f 14 n/50-(NH,),CO, 0,61 0 0,21 
ohne Zucker 
5 8 n/50-(NH,),CO, 0,27 0 0,32 
+ Zucker 
5 8 n 50-(NH,),CO, 0,31 0 0,14 
ohne Zucker 
{ 8 n/50-(NH,).SO,+CaCO,} 0,42 0 0,39 
+ Zucker 
4 8 n/50-(NH,),SO,+CaCO,} 0,38 0 0,26 
ohne Zucker 














Aminosiiuren in den Hyphen sowohl als im AuSenmedium. 
Ks gelingt auch in kiirzesten Versuchen nicht, ein Stadium 
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erkennbar zu machen, in dem nur auSen oder nur im Innern 
des Pilzes die Aminosiure greifbar wire. Es zeigt sich aber 
in 1—1!/, stiindigen Versuchen, was sich auch aus allen bis- 
herigen Ergebnissen feststellen lie8: in kurzdauernden Ver- 
suchen iiberwiegt die intermediiir gebildete Menge der Amino- 
siure im Pilzinnern, im AuBenmedium tritt sie im Vergleich 
dazu zuriick. 


Ergebnisse mit anderen Pilzen. 

Um die Ergebnisse mit Aspergillus niger (Stamm Wien) 
ein ftir allemal auf eine breitere Basis zu stellen, wurden ver- 
gleichsweise andere Pilzarten untersucht. Es ist klar, dab 
man fiir jede Form erst die optimalen Zeiten bestimmen miifte, 
in der die Zwischenprodukte qualitativ und quantitativ am 
besten erfaBt werden kénnten. Andererseits wollten wir ver- 


Tabelle 16. 


Ergebnisse mit anderen Pilzen. 

















an NH, N- 
Pilzrasse Stdn. NH,N dete 
Mycel Lésung 
Aspergillus niger | 7 0,82 1,85 , 0,06 
St. Prag 1 14 0,51 1,82 | 0,18 
Aspergillus niger 7 0,04 0,84 | 0 
St. Paris 14 0,11 2,88 | 0 
Aspergillus niger | 7 0,76 2,55 0 
St. Kossowitz | 14 0,58 0,31 1,47 0,79 0 
_ a 7 0,28 0,73 | 0 
Aspergiius ‘terricola 1] a, 0,26 0,25 | 1,58.0,45 | 0,22 
ee eee 7 0,23 0,51 | 0 
Aspergillus Weutii } \4 0.33 0.40 0,28 
a a ae 7 0,77 102 | 0 
Aspergillus Luchuensis 4 0.32 108 | 0 
RpeP ng at 7 0,36 0,29 | 1,691,830 | 0 
a era i4 0,36 0,3: 079113) 0 
ee ee | 7 0,31 0,68 | 0,34 
Aspergillus fuscus \ 14 0.52 225 Oli 
WB! oe 7 6,40 0,34 | 0,57 
Mueor corymbifer 14 0,42 1,98 0,34 
pa ee 7 0,57 1,69 | 0 
Mucor pyriformis 4 0.19 0.57 | 0 
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wertbare Vergleichszahlen fiir die bisherigen Ergebnisse, weshalb 
die gleichen Versuchszeiten eingehalten wurden. Dazu wurden 
gute wachsende Rassen und Arten, die wir der reichhaltigen 
Sammlung von K. Pringsheim (Prag) verdanken, unter genau 
den gleichen Bedingungen wie unser Aspergillus gezogen und 
untersucht. 

Tab. 16 gibt die Resultate nach 7- und i4stiindiger Be- 
handlung mit Nitratgemisch, Tab. 17 die Ergebnisse bei 
schwiicher (CaCO,) und stiirker (MgCO,) aikalischer Nitrat- 
kultur. 


Tabelle 17. 





R Nitrit Ammo-]| Amino {Stickstoff- 
Spezies Alkali ae seiiati niak Myce] lésung 
den 
mg mg mg me 
Aspergillus CaCO, 6 0,03 0,11 2,71 0,09 
niger (Prag) | CaCO,, 12 0,038 0,18 2.22 0,28 
MgCoO, 6 nicht ge- a — -— 
macht 
Aspergillus CaCO, 6 0,02 0,23 1,66 0 
Wentii CaCO, 12 nicht ge- — _ _— 
macht 
MgCO, 6 0,025 0,29 0,16 0,91 
Aspergillus CaCO, 6 0,02 0,22 1,72 0 
Luchuensis}| CaCO, 12 0,03 0,29 1,33 0 
MgCO, 6 0,025 | 0,28 1,50 0 
Aspergillus CaCO, 6 0,035 0,30 1,39 0 
fuseus CaCO, 12 0,045 0,24 1,33 0 
MgCoO, 6 0,05 0,35 1,55 0 
Aspergillus CaCO, 6 Spuren')} 0,23 0,28 0,56 
oryzae CaCO, 12 Spuren'!)}| 0,21 0,61 0 
MgCO, 6 0,02 0,23 0,56 0,25 
Mucor CaCO, 6 0,035 | 0,42 0,89 0 
corymbifer}| CaCO, 12 0 0,29 0,93 0,12 
MeCO, 6 11.0055 | 0,43 1,20 0,25 
2..0,03 0,32 0,99 1,75 




















') Kulturen waren schwach entwickelt. 
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Die Kultur im Nitratgemisch zeigt die immerhin betricht- 
lichen Schwankungen bei den einzelnen Arten, trotzdem stimmen 
die Resultate im Prinzip mit dem bisherigen bei Aspergillus 
niger. Nitrit ist nirgends zu greifen. 

Die alkalischen Kulturen ergeben einheitlich immerhin 
relativ bedeutende, gut iibereinstimmende Mengen von Nitrit. 
Uberimpfungen auf Nahrlésungen fiir denitrifizierende Bakterien 
(nach Iterson und Giltay) waren durchwegs negativ. Die 
entstandenen Nitritmengen stammen also eindeutig vom Pilz. 

Die ganz einheitlichen Ergebnisse, zu denen die lang- 
wierigen und miihevollen Untersuchungen von 11 Arten bzw. 
Stimmen fiihrten, geben also die Berechtigung, die erhaltenen 
Ergebnisse einheitlich fiir die nitratassimilierenden Pilze zu 
verallgemeinern. 


Wo verlauft die Reduktion? 


Diese von Kostytschew bereits aufgeworfene, aber un- 
erledigte Frage kann vorliufig keine experimentelle, aber eine 
aus den gefundenen ‘T'atsachen zu postulierende Beantwortung 
finden. Kostytschew l&aBt die Alternative offen: es handle 
sich entweder um einen exoenzymatisch verlaufenden Vorgang, 
in dem nicht nur die Reduktion NO, —-> NH,, sondern auch 
die Synthese zur Aminosaure enthalten sei, oder es spiele sich 
beides im Innern des Organismus ab, dieser sei aber auBer- 
stande, die Produkte sofort zu verwerten, so daB sie nach 
auBen diffundieren miissen, 

Vorauszuschicken ist, da8 es vorliufig noch nicht eindeutig 
gelungen ist, aus Hyphen oder aus der Lisung Enzyme zu 
isolieren, die in vitro den nimlichen Vorgang oder eile aus 
ihm durchzufiihren vermiégen. So bleiben nur sekundire 
Schliisse aus dem Auftreten der Zwischenprodukte. Die Tat- 
sachen, aus denen gefolgert werden soll, sind: 

1. AuBer den Aminosiuren tritt weder NO, noch NH, 
irgendwann intermediiir im Innern des Pilzes auf. 

2. Von den gefiitterten N-Quellen ist weder Nitrat, noch 
Nitrit, noch Ammoniak je im Mycel auch nur in Spuren nach- 
zuwelsen. 
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3. Die Aminosiuren iiberwiegen anfangs in den Hyphen 
und gelangen erst allmihlich in ein Gleichgewicht mit den 
Aminosiuren in der Liésung; sie treten vor NH, oder min- 
destens gleichzeitig mit ihm greifbar auf. 

4. Ks ist noch nie beobachtet, daB ein so wichtiger Bau- 
stoff, wie Aminosiiuren, primfar aus dem Inneren des Orga- 
nismus diffundiert. Daraus ergibt sich: der gewéhnliche Vor- 
gang der Nitratreduktion erfolgt auf exoenzymatischem 
Wege in der Regel spurlos, ebenfalls die Bildung der Amino- 
siiuren; normal herrscht ein Gleichgewicht zwischen der auBen 
entstandenen Aminosiure und dem innen vorhandenen Bedart: 
eine Anhiaufung entsteht nicht. Wird dieses Gleichgewicht so 
verschoben, daB die Produktion von Aminosiiuren gesteigert 
oder die innere Weiterverarbeitung gestért ist, so hiiufen sich, 
nachdem das innen bis zu einem gewissen Grade geschehen 
ist, auch auBen Aminosiiuren an. Diese Stauung wirkt riick- 
liufig auf den ganzen ReduktionsprozeB und es hiuft sich 
Ammoniak an. Die Anhiufung hort auf, wenn das Gleich- 
gewicht wieder hergestellt ist. Diese Auffassung ist eine mit 
allen bisher gefundenen Tatsachen iibereinstimmende Hypothese 
und bei weitem wahrscheinlicher als die Annahme, es diffun- 
diere jedesmal ein Teil NO,, NH,, R-NH, heraus, Der ex- 
perimentelle Beweis durch Darstellung des Enzyms bleibt noch 
zu erbringen. 


Vergleichsmoglichkeit der Kulturen. 


Die quantitativen Bestimmungen machen die unrichtige 
Voraussetzung, jede Kultur sei gleich der anderen, der Ablauf 
der einen sei ohne weiteres iibertragbar auf den der anderen, 
Nur durch die immer wiederkehrende RegelmiBigkeit der Resul- 
tate ist, trotzdem die Voraussetzung nicht stimmt, ein wirk- 
liches Bild gleichwohl méglich. Streng genommen sollte allen 
Versuchen eine willkiirlich gewahlte Kinheit zugrunde liegen, 
auf die die Zahlen auch tatsiichlich als Zahlen bezogen wiren. 
Wie schon erwihnt, ist keine solche BezugsgréBe die Zahl 
des Trockengewichts, da dieses nichts iiber die Lebenstitigkeit 
und damit Leistungsfihigkeit des Pilzes aussagt. Eine wirk- 
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lich physiologische RelationsgréBe ist die Zahl der in eine 
bestimmten Zeit ausgeatmeten Menge CO,. Gréfere Bestim- 
mungen in diesem Sinne waren aus technischen Griinden nicht 
durchzufiihren. Um das verschiedene Arbeiten iuBerlich ganz 
gleicher Kulturen zu demonstrierer, geniigen wenige Zahlen. 
Z. B. zwei 3tigige Kulturen wurden auf 5°/, Zuckerliésung 
gebracht; die AtmungsgréBen wahrend je 21/, Stunden sind: 


I. 14,7 mg CQ, II. 19,2 mg CO, 
nach 48 Stunden wird wieder gemessen: 

I. 11,2 mg CO, II. 10,7 mg CO, 
nach weiteren 72 Stunden: 

I. 6,5 mg CO, II. 3,2 mg CO,. 


Noch auffallender sind Versuche, die die Atmung in ver- 
schiedenen Lésungen beobachten. Z. B.: 

Drei 3 tigige Kulturen atmen in 2 Stunden 

I. 22,0 mg CO, II. 11,6 mg CO, III. 14,6 mg CO,,. 

Die Lésungen wurden gewechselt und wihrend weiterer 
2 Stunden untersucht; und zwar kam 

I. auf KNQ, allein, II. Nitratgemisch ohne Zucker, 
lif. Nitratgemisch + Zucker, 
davon atmet 

I. 4,2 mg CO, Il. 5,5 mg CO, III. 17,8 mg CO.. 

Ahnliche Bestimmungen wiiren auf alle anderen Lisungen, 
KNO,, alkalische Nitratlésung usw. zu itibertragen. Erst da- 
durch entsteht ein vollkommenes Bild iiber den Ablauf der 
Nitratreduktion im Zusammenhang mit der gesamten Lebens- 
tiitigkeit. 

Zusammenfassung der Ergebnisse, 

1. Da die Zahlen der Kostytschewschen Versuchs- 
tabellen vielfach Unstimmigkeiten mit seinen Resultaten ent- 
halten und die Erkenntnis von Qualitit und Quantitit der 
Zwischenprodukte bei der Nitratassimilation. ebenso, wie Zeit 
und Ort des Entstehens fiir das weitere Studium der Amino- 
siuresynthese von prinzipieller Bedeutung sind, wurde die 
Nitratreduktion bei Aspergillus niger einer Untersuchung von 
einheitlicher Ausgangsquelle, von Nitrat aus, unterzogen., 


1e] 
M- 
shit 
NZ 
en. 
ng 


1d: 


y= 


Nitratassimilation bei Schimmelpilzen. 933 


2. Gewodhnliche Nihrlisung enthalt ebenso wie frisch er- 
neuerte reine Nitrat- oder Nitrat 4-Zuckerlésung keine oder 
nur Spuren von Zwischenprodukten (héchstens Spuren Amino- 
shuren). 

3. Um Zwischenprodukte anzureichern, wurde das War- 
burgsche Nitratgemisch in Anwendung gebracht. Es treten 
in diesem nur NH, und Aminosiure auf. 

Auch Blausiure, Narkotika oder anaerobe Bedingungen 
findern daran nichts. Nitrit ist nicht nachzuweisen. 

4. Als zweiter Weg der Anreicherung wurde alkalische 
Kulturbedingung genommen. Auch hier treten Ammoniak und 
Aminosiure auf, in geringen Mengen auch Nitrit. 

5. Kine Gegeniiberstellung beider, physiologisch villig 
heterogener Methoden ergibt die Erkenntnis, daB die angehiiuften 
intermediiren Produkte nicht der Reihenfolge ihres Entstehens 
entsprechen, sondern in umgekehrter Reihenfolge durch Riick- 
stauung sichtbar werden. 

Als erstes greifbares Intermediirprodukt treten Amino- 
siiuren auf. 

6. Als weiterer indirekter Weg der Beweisfiihrung wurde 
auch Fiitterung der als Zwischenprodukt erkannten niedrigeren 
Oxydationsstufen NO, und NH, unternommen. Die gefundenen 
Resultate stehen mit denen des Nitratabbaues voéllig in Kin- 
klang. 

7. Die Reduktion von Nitrat bis zur Aminosiure spielt 
sich im AuBenmedium ab. 

8. Darbietung verschiedener ebenso gut und schlechter 
verwertbarer C-Quellen als Rohrzucker oder Glucose verschieben 
zeitlich den Héhepunkt der Riickstauung und bestitigen ein- 
heitlich die Annahme der Zwischenstufen, der Riickstauung, 
und des Entstehens im AuBenmedium. 

9. Neben dem sonst verwendeten Stamm von Aspergillus 
niger wurden im ganzen zehn andere St’imme und Pilzarten 
auf Nitratgemisch und alkalischem Nitrat untersucht und er- 
gaben dasselbe Bild wie unser Aspergillus. 

10. Die Assimilation des Nitrates bei Pilzen fiihrt also 
wie bei den griinen Pflanzen itiber NO, und NH, zur Amino- 

Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, CLIX. 16 
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siure. Zwischenprodukte sind nur unter Versuchsbedingungen, 
die eine Anhaéufung von Aminoséure und damit eine Riick- 
stauung des ganzen Prozesses bedingen, greifbar.') 
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Uber Peroxydase. 
III. Mitteilung. 


Zur Kinetik der Peroxydase. 
Von 
H. Ucko und H.W. Bansi. 


Mit 14 Figuren im Text. 


(Aus der I. medizinischen Klinik der Charité, Berlin.) 


(Der Redaktion zugegangen am 26. Juli 1926.) 


in der Literatur finden sich vereinzelte Angaben iiber 
die Kinetik der Peroxydase, und zwar sowohl der pflauzlichen 
wie der tierischen. Eigentlich systematische Untersuchungen 
liber die physikalische Chemie der oxydativen Fermente exi- 
stieren iiberhaupt nicht, und die bisher bekannten Tatsachen 
sind zum groBen Teil mit Methoden ausgefiihrt, wie sie vom 
Standpunkt der Fermentchemie als nicht einwandfrei bezeichnet 
werden miissen. Es sei ferner das Vorhandensein einer Anzahl 
histologischer Arbeiten erwahnt, bei denen anf Grund _histo- 
chemischer Farbmethoden Angaben tiber das p,,-Optimum wie 
iiber Vergiftungen des Ferments usw. gemacht worden sind 
(traeff1) u. a). Auf diese Methoden und ihre Befunde soll 
hier nicht eingegangen werden. 

Czyhearz und Firth’) fanden mit ihrer Malachitgriinmethode als 
Zeitumsatzkurven des Hiimatins gerade Linien, die unter verschiedenen 
Winkeln vom Nullpunkt ausgehen. Fiir Peroxydase der Kiterzellen er- 
saben sich Kurven, die nach einem stetigen, mebr oder minder steilen 
Anstieg plétzlich abbiegen und schlieblich parallel zur Zeitachse ver- 
laufen. 


1) Zieglers Beitriige Bd. 70, (1922). 
*) Hofmeisters Beitrige Bd. 10, 8. 358 (1907). 
16* 
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Uber Peroxydase. 
Ill. Mitteilung. 


Zur Kinetik der Peroxydase. 
Von 


H. Ucko und H.W. Bansi. 


Mit 14 Figuren im Text, 


(Aus der I. medizinischen Klinik der Charité, Berlin.) 


(Der Redaktion zugegangen am 26. Juli 1926.) 


in der Literatur finden sich vereinzelte Angaben iiber 
die Kinetik der Peroxydase, und zwar sowohl der pflanzlichen 
wie der tierischen. Eigentlich systematische Untersuchungen 
liber die physikalische Chemie der oxydativen Fermente exi- 
stieren iiberhaupt nicht, und die bisher bekannten Tatsachen 
sind zum groBen Teil mit Methoden ausgefiihrt, wie sie vom 
Standpunkt der Fermentchemie als nicht einwandfrei bezeichnet 
werden miissen. Ks sei ferner das Vorhandensein einer Anzahl 
histologischer Arbeiten erwihnt, bei denen auf Grund _histo- 
chemischer Farbmethoden Angaben iiber das p,,-Optimum wie 
iiber Vergiftungen des Ferments usw. gemacht worden sind 
(Graeff!) u. a). Auf diese Methoden und ihre Befunde soll 
hier nicht eingegangen werden. 

Czyhearz und Firth’) fanden mit ihrer Malachitgriinmethode als 
Zeitumsatzkurven des Hiimatins gerade Linien, die unter verschiedenen 
Winkeln vom Nullpunkt ausgehen. Fiir Peroxydase der Eiterzellen er- 
gaben sich Kurven, die nach einem stetigen, mebr oder minder steilen 
Anstieg plétzlich abbiegen und sehlieflich parallel zur Zeitachse yver- 


lanfen. 


1) Zieglers Beitrige Bd. 70, (1922). 
*) Hofmeisters Beitrige Bd, 10, 8. 858 (1907). 
16* 








936 H. Ucko und H. W. Bansi, 


Erwihnt sei ferner die Feststellung Bachs?) an der Tyrosinase, 
(einer Peroxydase + Oxygenase), daB die Reaktionsgeschwindigkeit an- 
nihernd der Fermentkonzentration direkt proportional, der verwendeten 
Substratmenge umgekehrt proportional ist. 

Ernest und Berger?) stellten mittels der Pyrogalloloxydation fest, 
daB bei der aus der Zuckerriibe gewonnenen Peroxydase wachsende 
Mengen derselben oder des Wasserstoffsuperoxyds Vermehrung der Pur- 
purogallinmenge, Vermehrung des zugesetzten Pyrogallols aber Ver- 
minderung des Oxydationsobjektes zur Folge hatte. 

Euler und Bolin’), die mit der von ihnen ausgebauten Guajacon- 
siiureoxydation arbeiteten, beobachteten, da die Reaktionsgeschwindig- 
keit langsamer als die Fermentkonzentration wiichst, etwa proportiona! 
der Quadratwurzel der Fermentmenge (Schitzsche Regel). 

Willstitter*) wihlte die Substratkonzentrationen derart, daB bei 
kurzer Versuchsdauer (5—10 Minuten). gleiche Umsatzmengen in Zeiten 
erzielt wurden, die den Peroxydasemengen umgekehrt proportional sind 
und da der Umsatz der Fermentkonzentration proportional verliiuft. 
Bei Verwendung besonders hochwertiger Priiparate beobachtete er, dal 
die Reaktionsgeschwindigkeit bereits nach kiirzerer Versuchsdauer ab- 
nahm. Diese Priparate erwiesen sich also als besonders empfindlich 
gegen das Hydroperoxyd. Beim Oxyhiimoglobin ist die Purpurogallin- 
ausbeute nur in sehr engen Grenzen den Hb-O,-Mengen proportiona! 
und noch mehr als bei der pflanzlichen Peroxydase von der H,O,-Kon- | 
zentration abhingig. Trigt man die Logarithmen der Purpurogallin- 
mengen und die der dazugehérigen HbO,-Konzentrationen in ein Koordi- 
natensystem ein, so ergeben sich gerade Linien. Die nach der Adsorp- 
tionsisotherme berechneten Exponentialwerte 1/n wurden fiir das Hb-O, 
verschiedener Tierarten bestimmt und zeigten innerhalb der Versuchs- 
fehler eine gute Ubereinstimmung. 

In neuerer Zeit hat Smirnow’) den EinfluB der H*-Konzentration 
und von Salzen auf die Peroxydase aus Weizensamen untersucht. Als 
Methode benutzte er die Pyrogalloloxydation, indem er die gebildete 
Purpurogallinmenge titrimetrisch durch KMn0O,-Oxydation bestimmte. | 
Smirnow fand das Optimum bei py, 8,7. Bei zunehmender Alkalitiit 
nimmt die Fermentwirkung rasch ab. Es sei erwiihnt, da8 die Unter- 
suchungen in nicht gepufferten Loésungen vorgenommen worden sind 
(Reaktionsveriinderungen durch n/100-Na,CO, oder HC)). 





1) Chem. Ber. Bd. 51, 8. 226 (1908). 

2} Chem. Ber. Bd. 40, S. 4671 (1907). 

5) Diese Zs. Bd. 61, S. 72 (1909). 

‘) Liebigs Ann. der Chem. Bd. 415, S, 21 (1918); Bd. 430, S. 269 
(1923); Diese Zs. Bd. 130, S. 281 (1928). 

°) Biochem. Zs. Bd. 155, 8. 1 (1925). 
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Unsere zunichst vorgenommenen Untersuchungen beziehen 
sich auf den EinfluB der Fermentkonzentration, der Substrat- 
mengen, und der Wasserstoffionenkonzentration auf den Reak- 
tionsablauf. Weitere Untersuchungen iiber die Kinetik (Tem- 
peraturkoeffizient, Vergiftungen usw.), sowie die sich daraus 
ergebenden mathematischen Berechnungen werden an anderer 
Stelle mitgeteilt. Die Versuche wurden im allgemeinen mittels 
der drei in der ersten Mitteilung beschriebenen Methoden vor- 
genommen; die Ergebnisse werden nachfolgend aus Griinden 
der Raumersparnis auszugsweise wiedergegeben. 


I. Variation der Fermentmenge. 
1. Pyrogalloloxydation. 


(Unter Mitarbeit von Herrn Dr. E. Holzmann.) 


Versuchsanordnung: 


Die Versuche wurden in einem Milieu von 0,5 g Pyrogallol, 10 mg 
H,O, in 400 ccm Flissigkeit bei einer py = 4,6 vorgenommen. Die 
Putierung erfolgte mittels 100 ccm Acetatpuffergemischs im Verhiltnis 
1:1. Die py wurde elektrometrisch mit der Chinhydroelektrode nach- 
gemessen. ‘Temperatur 20°. Benutzt wurde 1 Priiparat von der 
P.G. Z. = 80. 


Tabelle I. 


0,1 cem Fermentlésung. 





——-— - ~~~ — 








Zeit Umsatz (mg Purpurogallin) Mittel- 
a b a oe oe ee oo es wert 
V a ee 4,7 3,2 3,95 
¥ 3,73 40 | 4,9 4,3 5,4 5,3 4,6 
3/ a ee ee 6,5 6,3 6,4 
4’ 5,67 5,73 | 7,38 5,73 — — 6,12 
Ly — ; — | — — 8,2 7,47 7,84 
6’ 7,73 7,43 | 8,67 1.2 — — 7,75 
7 a ee — 8,7 8,3 8,5 
10’ 8,53 8,73 | (10,53) | 9,8 — — 9,65 
1L — _ —- |; = 10.2 88 9,5 
15’ 9,33 10,0 | 12,1 — 9,53 10,8 10,4 
20’ | 10,0 11,2 — |108 | — | — 10,67 
30° | 10,3 118 | 13 11,7 — _ 11,7 
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Tabelle Il. 
0,2 cem Fermentlésung. 
Feit Umsatz 6 mg Purpurogallin Mittel- 
a | » | ce | d e wert 
1’ | @ i 1, 6,3 6,96 
3’ 10,7 | 9,5 | 10,7 | 100 10,0 10,12 
5 13,6 12,9 15,0 16,0 14,0 14,3 
10’ 14,0 | 15,3 | 17,8 | 183 | 11,6 16,5 
is’ — | 185 | 20,0 | 20,0 19,5 
20’ 182 | 180 20,5 10 | 20,8 19,7 
30’ 22, 18,7 21 23,7 23,0 2i,t 
Tabelle III. 
0,3 cem Fermentlésung. 
: mg Purpurogallin Mittel- 
Zeit " ‘ % 
a | b ¢ wert 
y 10,0 10,0 | 10,0 10,0 
2 14,7 140 13,3 14,0 
4’ 15,3 7,5 | 18,5 17,1 
v 21,3 21,0 | 21,6 21,3 
11’ 26,3 25,0 | 27,5 26,3 
15 28,0 | 27,0 | 28.0 27,3 
Tabelle LV. 
0,4 ccm Fermentlésung. 
mg Purpurogallin Mittel- 
Zeit ——________- : _—__— + | 
a | b | e | 4d e | f wert 
z 14,7 150 | 18 | 14 14 14 14,1 
2’ | 20,7 18,5 20,6 19,2 20,3 20,0 19,9 
4’ | 26,7 27 26,6 24,7 24,5 wis 25,9 
6" — — | 337 ) — -- 
v | 333 33,0 -— | Sap 35,0 35,0 34,3 
10’ _ — 36,3 | — — 43,0 39,6 
i’ | 40 36 — | 86,5 40,0 ~ 38,1 
15’ 44 46 40,7 | 41,0 46,7 45,0 3,9 
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Tabelle V. 


0,6 eem Fermentlésung. 



































Zeit mg Purpurogallin Mittel- 
a | b wert 
1’ 19,3 21,5 20,4 
3’ 30,3 34,7 32,5 
4’ 36,0 38,9 37,4 
: 43,3 49,2 46,2 
51’ 51,7 59,2 54,9 
1 | 58,0 66,0 62,9 
oo Mui puraGaHin [iro 
f ie 
her a ‘ 
ae t 
; en _ Ro4ccm 
| it fret 
xr 
| a | 
| 
al | ¥ 
} ‘ 
| ¥ 
i 
0 / ' 
| / 
/ | 
ae a , —— nal 
f 2 $ 5 2 0 " sin 
Fig.1. Beispiel einer Mittelwertkurve aus 6 Einzelversuchen. 
Tabelle VI. 
+2 Fermentmenge cem 
N 0,1 0,2 | 0,3 0,4 0,6 
fi oo) = to) — | eer ws ba) = pees = 
vl 46) — a | a GREET ee EB ee — | 29.0 
31 6,4! 5,6 | 101) — ~~ | Sh] — | Bee? — | oes 
4°) 615 — — | 125 | 171) — 25,9 | — 37,4 | - 
St ie | 6m | 46e | —. > ~~ Tae] — eet = jae 
ei %4| we | SE | we | OOD we | 6D 
V1 8.5 8,1 — |155 | — | 920 | 380} — | 4ee2} — 
Fi -'| & 20 | —- | ane | — feel — [40 
9’ — 8,7 — 16,5 — 23,8 — 37, — 51,5 
10°} 9,0 —_— 16,5 — — 25,0 — 38,5 — 53,0 
11°} 9,5 — — | 17,1 | 26,3 — — 39,8 24,9 — 
Whites | =~ | WERT oe | Re oi — [eo] — 
| | | ( a a nie 
exp. abge-| exp. abge-| exp. | abge- | exp. | abge-| exp. | abge- 
gef. lesen | gef. lesen | gef. | lesen | gef. | lesen | gef. | lesen 
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Cd 


Tab. 1—5 stellen Ausziige aus den Protokollen dar, die 
mit steigenden Mengen eines Fermentpriiparates bei Kinwirkung 
auf Pyrogallol in der oben beschriebenen Anordnung gewonnen 
wurden. Die in einer Tabelle vereinigten, aus entsprechenden 
Parallelversuchen stammenden Zahlen trugen wir simtlich nach 
Art der Fig. 1 graphisch auf. Aus diesen Punkten wurde eine 
Mittelwertkurve gezeichnet, und die so erhaltenen Punkte i 


Vergleich zu dem arithmetischen Mittel der Tabellenwerte ge- 
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Fig, 2. Pyrogalloloxydation mit steigenden Fermentmengen. 

setzt. Kin Vergleich der in Fig. 2 zusammengestellten, graphisch 

gewonnenen Kurven mit den in Tab. 1—5 angegebenen Mittel- 

werten zeigt die meist gute Ubereinstimmung der ermittelten 

Zahlen (vgl. auch Tab. VJ). 

Uber die Fehlergrenze unsrer Methodik haben wir kurz 
in der I. Mitteilung berichtet. Immerhin ist der Ablauf paralleler 
Oxydationsversuche unter Gleichheit der Bedingungen innerhalb 
gewisser Grenzen deutlichen Schwankungen unterworfen. Ferner 
ergeben sich Unterschiede infolge einer allerdings meist geringen 
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dis Anderung des Oxydationsvermigens der Fermente, wenn gleiche 
ing Versuche nach mehreren Tagen wiederholt werden. So erklirt 
1en sich z. B. der Austall der Versuche e und f in Tab. I, die etwa 
len 14 Tage nach den Kurven a—d vorgenommen wurden. Daraus 
uch resultiert die bisweilen vorhandene Differenz zwischen den er- 
ine rechneten und graphisch gewonnenen Werten (Tab. VI). 


2. Kresoloxydation. 



































3e- Versuchsanordnung: 1 g o-Kresol, 
10 mg H,0,, 50 cem n/10-Na- Acetat, 
50 cem n/10-Essigsiiure, Aqu. dest. ad 400. 
Tabelle VII. 
Zeit 0,5 | 1,07) | 1,0) | 2,0ceem Fermentlésung 
1’ — ~- 17,1 
2’ say 14,8 15,6 29,4 
3’ 9,6 21,0 22.0 40,0 
5! 15,4 30,6 30,2 57,2 
7 19,4 88,4 43,0 61,6 
10’ 22,8 | 40.8 50,0 nicht ablesbar 
| Farbtiefe 
: 2 ccmbermentlosq 
seem F 
x 100m F 
ch 
a 
2] - 
en 
TZ 
er de A. s s i 
or  @ 3 $ 7 toltin 
lb 
Fig. 3. Kresoloxydation bei steigender Fermentmenge. 
er 
- 1) Die mit 1 ccm Fermentlésung vorgenommenen Versuche zeigten 
yp Bs 


simtlich nach einer Dauer von 5 Minuten gréBere Differenzen. Die an- 
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3. Guajacoloxydation. 


Versuchsanordnung: 
50 mg Guajacol, 
10 mg H,O,, 
100 ecm Acetat-Puffergemisch 1: 1, 
Aqu. dest. ad 400. 


Tabelle VIII. 





Mittel- 


oat rT Se RT 


zeit | 0,2 | 0,4 | 0,4 os | 08 Mittel- 12 1,6 ccm Fer. 
| wert | ’ wert mentlésung 

v30"7 — | — i — — — — _ 23 

3" — |28130] 2,9 7.0} 60] 6,5. 10,0 11,8 

5! (2,6) 4,615.2] 4,9 100] 96] 9,8 15,0 17,4 

v 35 5,71 7,2] 6,5 || 11,2 | 12,5] 11,9 | 17,6 22.0 

10’ 42 '9019,9] 9,5 | 160] — | 16,0 | 20,4 23,4 

















Tabelle IX, 


Mit einem anderen Ferment erhielten wir folgende Werte: 

















Zeit 0,25 0,5 1,0 2.0) 
3’ 2,9 4.9 7,9 14.8 
5! 3.8 7,9 14.6 22.8 
T 5,5 11.0 18.6 24.4 

10’ (10,2) 15,2 20.6 28.8 
! 
Diskussion. 


Hs ergibt sich, daB die von verschiedenen Ferment- 
mengen gebildeten Oxydationsprodukte zu jeder Zeit 
der Fermentkonzentration proportional sind. Danach 
wiirde sich der Reaktionsablauf auf die auch fiir andere Fer- 
mente beobachtete Formel zuriickfiihren lassen: 


h=c-eK" 





(k = Umsatz, c = Proportionalititsfaktor und A = Ferment- 





gefiihrten Kurven stellen die Extremwerte dar. Aus der sonst vor- 
handenen direkten Proportionalitit des Umsatzes zur Fermentmenge er- 
geben sich als richtige Zahlen die Mittelwerte (vgl. Figur III). 





1t- 


DES 
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konzentration, m = fir das Ferment charakteristische Kon- 
stante). Wie aus unseren Tabellen hervorgeht, hat eine Ver- 
doppelung bzw. Verdreifachung usw. der Fermentmenge auch 
eine Verdoppelung bzw. Verdreifachung des Umsatzes zur Folge, 
so daB die Konstante » in unserem Falle = 1 ist, und die 
Gleichung fiir den Umsatz der Peroxydase somit die spezielle 
Form 
k=c-A 


annimmt. Die Giiltigkeit dieser Beziehung zu jeder Zeit des 
Reaktionsablaufs kénnte dadurch hervorgerufen werden, daB in 


jeder Minute die gleiche Menge umgesetzt wird. Dann miiBten 


auch gleiche Umsitze in Zeiten erzielt werden, die den an- 
cewandten Katalysatormengen umgekehrt proportional sind. 
Dies trifft aber beim Pyrogallol, wie aus obigen Tabellen 
hervorgeht, keineswegs zu. Es sinkt vielmehr im Verlauf der 
Versuche die Menge des in der Zeiteinheit gebildeten Oxy- 
dationsproduktes derart, daB dieses stets der angewandten Fer- 
mentmenge direkt proportional ist. Huierdurch erklart sich fiir 
die Peroxydase die Giiltigkeit der Formel 4 = c- A zu jeder 
Zeit des Versuches. Die genauere Analyse dieses Reaktions- 
ablaufes bleibt einer anderen Mitteilung vorbehalten. 

Dieselbe Gesetzmibigkeit libt sich bei der Kresoloxy- 
dation feststellen. Ein Unterschied gegeniiber dem Reaktions- 
ablauf beim Pyrogallol besteht nur insofern, als beim Kresol 
innerhalb der ersten Minuten annihernd gleiche Substrat- 
mengen umgesetzt werden. Hs findet sich also auch die an- 
fangs erwihnte umgekehrte Proportionalitit zwischen Ferment- 
menge und Zeit (vgl. Tab. VII). Der Unterschied des Kresols 
gegentiber dem Pyrogallol laBt sich ferner aus der Kurvenform 
in Fig. 1—3 erkennen. Wéihrend die Pyrogallolkurven eine 
friith einsetzende, aber gleichmabige Abbiegung zeigen, ist bei 
den Kresolkurven ein stetiger Anstieg zu beobachten, bis bei 
héberer Konzentration (teilweise auch durch den erschwerten 
Farbvergleich) die Kurven stark abbiegen. 

Von dieser GesetzmiBigkeit zwischen Fermentmenge und 
Umsatz weicht der Verlauf der Guajacoloxydation insofern 


ae 
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ab, als hier bei einer Vervierfachung der Fermentmenge ei 
deutliches, auBerhalb der Versuchsfehler liegendes Zuriick. 
bleiben des Umsatzes zu beobachten ist. Die Gleichung 
k=c-K 

gilt hierbei also nur in engeren Grenzen, (1 << K < 4), da die 
eintretende Hemmung der Fermentmenge nicht proportional 
verliuft. Wie wir in unserer II. Mitteilung ausgefiihrt haben, ist 
ein Teil der durch unsere Fermentpriiparate hervorgerufenen 
(suajacoloxydation auf Begleitstofie zuriickzufiihren, die dem 
Enzym anhaften. Wir méchten das abweichende Verhalten 
des (suajacols gegeniiber den anderen Methoden bei Anwendung 
wachsender Fermentmengen auch auf den EinfluB der Begleit- 
stoffe beziehen. (Niheres siehe in einer spiteren Arbeit.) 


Ii. Variation des Oxydationsobjektes. 
1, Pyrogallol. 


Versuchsanordnung: 0,4 ccm Enzymlésung von der P. G. Z. = 32,5, 























10 mg H,0,, Aqu. dest. ad 400. 
Tabelle X. 
Zeit 0,2 0,5 | 1,0 | 2,5 g Pyrogallo! 
3’ 7,65 | 17,8 8.6 9,3 11,3 16,2 
5’ 9,0 | 11,0 11,8 12,6 13,3 20,0 
? 12,0 | 18,3 _ 14,6 | 16,0 21,3 
10’ 13,8 | 16,0 — 17,3 20,0 23,3 
mgPurpurogallin | 





we” 259/400 
ae nn OG ition : ad 


O59 /4oo 


a x 029/400 
4750 








—* 


of 3 5 7 r0/Mip 








Fig. 4. Pyrogalloloxydation bei steigender Pyrogallolmencge. 
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em 2. Guajacol. 
Versuchsanordnung: 
0,4 cem Fermentlésung eines Priiparates von der P. G. Z. = 32,5, 
10 mg H,Q,, 
die Aqu. dest. ad 400. 


onal Tabelle XI. 





























Ine} HENS " ~ ‘ : 
nen Zeit 10,0 0 65 90) 1 150 mg Guajacol 
dem 
Iten 4q _ 2.4 35 3,9 5,2 
ung 5 — 3,2 5,3 3, 9,1 
leit. : (1,3) 4 T 7, 3, 12,0 
10" (1,8) 6,6 8,6 10,3 15,4 
amew % 
mg Ovajakol 
x 759 MZ /go00 
F J 
, ri 
J 
43 
lo) 
hw 
~ g9My/“o0 
19 
~ ©8579 /400 
7 
P. 50/29/40 
ed 
{ 
3 














Pa) Vin 


Fig. 5. Guajacol-Oxydation bei steigender Guajacolmenge. 


Kine andere Versuchsreihe, die den Anstieg des Umsatzes 
bei Vermehrung der Guajacolmenge bis zur maximalen Ge- 
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schwindigkeit zeigen soll, ist in Tab. XII zusammengestellt, 
Diese Versuche, die zur Bestimmung der Anfangsgeschwindig- 
keit vorgenommen worden waren, sind deshalb nur fiir die 
beiden ersten Minuten durchgefiihrt. 


Versuchsanordnung: 
0,4 ccm Fermentlésung, 
10 mg H,0,, 
100 cem Acetatpuffergemisch 1: 1, 
Aqu. dest. ad 400. 


Tabelle XII. 





Zeit 20 
1’ 2,0 
2 | 8.6 





























: 800 mgr Guajaco! 
9 

40 | 80 | 160 | 320 | 480 | 640 [i 100 com HU 
30143) 651 7451 86] 91 8,3 
4.8 8,0 11,0 12,6 15,0 14,4 15,0 

; Guajakol mg 
' - 

41% 





YS Z| 


f F 7 & FG /4oo l. 
Pe / vo a 


4 


Fa 
A 
ee 409 /isce 











/ 1% 
If, , 
VY Cg ay 
y ; gt ; en . 
ra) 7 SW 2 


Fig. 6. 


Guajacoloxydation bei steigender Guajacolmenge bis zur maximalen Anfangsgeschwindigke't 


Es sei darauf hingewiesen, daf sich in diesen Versuche: 
schon nach 2 Minuten die oben besprochene Hemmung des 
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ee 


ellt Reaktionsablaufes bemerkbar macht. Zusammenfassend geht 
dio. aus den Versuchen hervor, daB eine Vermehrung der Sub- 
jie  stratmenge eine Vermehrung des Umsatzes bis zu 


einem Maximum zur Folge hat. 


III. Variation des Hydroperoxyds. 
1. Pyrogalloloxydation. 
Versuchsanordnung: 
0,4 ccm Fermentlésung von der P.G. Z. = 32,5, 


0,5 g Pyrogallol, 
Aqu. dest. ad 400. 


Tabelle NIU. 





























aco! 
1,0 <a regs aur ‘s . 
Zeit 125 | 5,0 10,0 25,0 mg Hydroperoxyd 
3 — 4,8 3,7 2,6 mg Purpurogallin 
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Fig. 7, Pyrogalloloxydation bei steigender H.0,-Menge. 
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2. Guajacoloxydation. 


Versuchsanordaung: 0,4 ccm Fermentlésung (P. G. Z. = 30), 
50,0 mg Guajacol, Aqu. dest. ad 400. 


Tabelle XIV. 
































Zeit 1,0 2,5 5,0 | 10,0 15,0 mg Hydroperoxyd 

3’ 6,0 58. | 5,5 4,7 4,0 mg Guajacol umgesetz' 

5’ 99 | 96] 84] 69 6,1 

T 12,5 Pe 10,9 8,7 7,6 

10’ 17,0 $158 1154) — me 

10’ 30” — —_ — 12,2 9,4 
mg Guayakol Aus den Ver- 
al suchen ergibt sich, dat 
e mip | eine Vermehrung 
| Agi | Ader H,O,-Menge 
“| SL BO 0 | die Peroxydase- 
“) LE | reaktion in er- 
e or glowed heblichem Mabe 


| 


+ LE _— saad hemmt. 
ai ! 
r 


Fig. 8. 
Guajacoloxydation bei steigen- 
r] 5 7 9 Tin. der H.O,-Menge. 











IV. Variation der Wasserstoffionenkonzentration. 
1. Pyrogallolmethode. 
(Unter Mitarbeit yon Dr. E. Holzmann.) 
Die Versuche wurden mit 0,4 com Fermentlésung von der 
P.G.Z. = 60 ausgefiihrt. (0,5 g Pyrogallol, 10 mg H,O, i 
400 cem Fliissigkeit (s. Tabelle XV u. Fig. 9). ™ 


2. Guajacolmethode. 


Versuchsanordnung: 0,4 cem Fermentlisung (P. G. Z. = 64), 
50 mg Guajacol, 10 mg H,Q,, 
Puffergemisch, Aqu. dest. ad 400,0 


(s. Tabelle XVI u. Figur 10), 
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Fig. 9. Pyrogalloloxydation bei verschiedener Wasserstoffionenkonzentration. 
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Fig.10. Guajacoloxydation mittels eines nicht gereinigten Fermentprap. bei Anderung des p H 
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Um das aus obigen Versuchen hervorgehende p,,-Optimum 
méglichst genau zu bestimmen, wurden zwischen p, 5 und 6 


Versuche mit geringeren p,,-Differenzen vorgenommen. 


Beispiel diene Tab. XVII. 


Tabelle XVII. 


Als 








Zeit Pr 5,0 
s 3,9 
5’ 7,9 
9,8 
10’ 12.6 
50 n/10- 
Pufferung Na-Acetat 
12,5 n/10- 
Essigsiure 














Pu 9,3 Pu 5,6 
6,6 4,6 
10,0 7,0 
11,2 9,6 
145 0 | 128 
50 n/10- 100 n/10- 
Na-Acetat Na-Acetat 
8 n/10-Essig- | 8 n/10-Essig- 
saiure siure 


Tab. XVIII zeigt den Verlauf der Guajacoloxydation bei 
Anwendung des gereinigten Fermentpriiparates XXII von der 


P. G. Z. = 47,0 (s. Mittlg. ID). 
Tabelle XVIII. 





Zeit 








Pu 3,5 Pu 4,0 Pu 4,5 
(2,4) | (2,6) | (2,5) | 2,9 
3,1 | 30 | 30 | 4,8 
38 | 47 | 48 | 6,6 
5,3 | 69 | 70 | 88 
60 | 50n/1-Essig- | 25 
n/l- | sdéure 10n/1-] n/10- 

Essig- NxOH Essig- 
siure saure 
5 n/1- 25 

NaOH n/10- 

Na- 
Acetat 





Versuchsanordnung : 








Pu 3,0 
3.2 | 3,0 
4,0 | 5,1 
6,4 | 7,6 
10,0 | %5 





| 3,1 
(4,8 
6,6 
9,1 








3. Kresolmethode. 
0,4 ccm Fermentlésung von der P.G. Z. = 80, 


1,0 g Kresol, 
Puffergemisch 


10 mg 
; Aqu. dest. ad. 400. 


25 n/10-Essigsiure 
50 n/10-Na-Acetat 


H,0,, 


(s. Tabelle XIX u. Figur 12.). 
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Fig. 11. Guajacoloxydation mittels eines gereinigten Fermentpriparates bei Anderung des Pry 
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Tabelle XX. 


Tab. XX und Kurve 13 zeigen den Verlauf der Kresoloxydation mittels 
des gereinigten Praparates II, P. G. Z. = 47 (s. Mittlg. II). 


























50 cem | 95 cem 80 ccm 10 cem 10.0 
85 ecm | n/10-Na- | n/10-Na-]n/10-Na-| n/10- 3 icone 
“_—a0 e a) . | . 
7 n1-Essig-{ Acetat | Acetat | Acetat Essig- |w/? Pum 
Pufie- eo ~ Phosphat 
oie saure 50 cem 25 cem | 10 cem saure nek 
es 5 ecm n/10- n/10- n/10- 100 ecem te we 
n/l-NaOQH]| Essig- Essig- Essig- | n/10-Na- | a 
= ms pier. Phosphat 
siure siiure siiure Acetat 
2 10,5 15,6 15,5 17,5 15,0 15,4 
’ 18,4 22, 20,6 om 20,6 18,6 
5 26,0 30,2 32.4 36,2 29.6 23,2 
ru 32,6 43,0 44.4 39,6 33,0 23,6 
io §6| 40,0 50,0 57.2 47.0 33,4 _ 
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Fig. 13. Kresoloxydation mittels eines gereinigten Fermentpriparates bei Anderung des Pry. 


Diskussion der Ergebnisse. 
Der von dem p,, abhiingige Reaktionsablauf bei Kinwirkung 
der Peroxydase auf die drei verschiedenen Oxydationsobjekte 
zeigt fiir jedes derselben ein besonderes Verhalten. 
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Bei der Oxydation des Pyrogallols ergibt sich, daB mit 
abnehmender H’-Konzentration die Reaktion beschleunigt wird 
(siehe Kurve 14). Die im Experiment auftretende maximale 
Reaktionsstarke findet sich bei p,, = 7,0. Von einem eigent- 
lichen p,-Optimum kann man aber nicht sprechen, da sich 
bekanntermaBen bei Gegenwart von Alkali das Pyrogallo| 
durch O,-Adsorption in einen gelbbraunen Kérper verwandelt. 
Infolgedessen wire einerseits eine colorimetrische Methode durch 
das Auftreten dieser Verfarbung kaum durchfiihrbar. Anderer- 
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Fig. 14. Ubersicht iiber den EinfluB des Py, auf die Oxydation der verwendeten Testobjekte. 
a = gereinigtes, b = ungereinigtes Priiparat. 


seits aber wird durch diese hierbei eintretende Reaktion 
des Pyrogallols mit Peroxydsauerstoft eine quantitative Unter- 
suchung der Peroxydaseeinwirkung unméglich gemacht. In- 
folgedessen lassen sich bei der Pyrogalloloxydation die Ver- 
suche nur bis zum Neutralpunkt (p,, 7,0) verfolgen. Wie schon 
erwihnt, wird die Purpurogallinbildung durch Anwesenheit von 
Phosphationen beschleunigt. Die Pufferung unserer Pyrogallol- 
versuche wurde infolgedessen mit Acetatpuffern und Borat-— 
Salzsiiure vorgenommen. 

Fir die Guajacoloxydation ergibt sich ein p,-Optimum 
zwischen 4,5 und 6,5. Bei simtlichen Versuchen, sowohl mit 
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unreinen wie mit gereinigten Priparaten, zeigte sich, dai bei 
p,, 5,0—5,2 der Reaktionsablauf am schnellsten erfolgte. Im 
Gegensatz zur Pyrogallol- und Kresoloxydation besteht beim 
Guajacol ein wenn auch geringer Unterschied bei der Kin- 
wirkung von gereinigten und nicht gereinigten Priparaten. 
Bei den ersteren verliuft die p,-Kurve vom Optimum bis zum 
p,, 40 etwas wagerechter als bei den ungereinigten Knzym- 
priiparaten, um dann fast senkrecht abzufallen (s. Kurve 14). 

Das p,-Optimum bei der Kresoloxydation ist in etwas 
saurerem Milieu gelegen als beim Guajacol, niimlich bei einem 
p,, von 3,5 bis etwa 5,0. Der Abfall der p,,-Kurve tritt mit 
scharfem Knick ein. Zwischen p,, 5,0 und 6,0 verliuft die 
urve fast senkrecht, um von da bis ins alkalische Milieu 
flacher herunterzugehen (s. Kurve 14). Erwahnt sei noch, dai 
die Kurven des abfallenden Schenkels eine erhebliche Anderung 
ihres Verlaufes aufweisen (s. Kurve 12). Die Reaktion bleibt 
nimlich im Gegensatz zum Kurvenverlauf bis zu einer p,, von 
etwa 5,0 nach einer Versuchsdauer von etwa 4—6 Minuten 
fast vollkommen stehen. Es tritt sogar nach einiger Zeit ein 
Abblassen der Farbintensitiit ein. Uber das Zustandekommen 
dieses Vorganges kénnen wir zurzeit keine Angaben machen. 

Ks ist noch hinzuzufiigen, daB eine Pufferung aui den 
gleichen p,, mittels verschiedener Puffergemische, wie sie von 
uns bei allen 3 Methoden wiederholt vorgenommen worden ist, 
keinen wesentlichen Einflu8 auf den Reaktionsablauf zur Foige 
hatte, 





Beitrage zur Kenntnis des Fettstoffwechsels. 
Von 


Benifaz Flasechentriiger. 


(Aus dem Physiologisch-Chemischen Institut der Universitat Leipzig.) 


(Der Redaktion zugegangen am 11. August 1926.) 


:. 


Unsere Kenntnisse von den Umwandlungen, die das Fett 
im Tierkérper erleidet, sind im Grunde genommen eigent- 
lich recht spirlich. Wir kennen genauer und mit einiger 
Sicherheit nur ganz wenige Stufen in der langen Reaktions- 
folge, die das Nahrungsfett durchmachen muB von dem Moment 
ab, wo es bei der Verdauung auigespalten wird, seiner Resyn- 
these bei der Resorption, seiner Wanderung in die Depots 
und zur Leber bis zu dem Moment, wo es verbrannt wird 
und dem Protoplasma seine in ihm aufgespeicherte chemische 
Energie zur Verfiigung stellt. 

Wir wissen, daf das Fett im Darm wiahrend der Ver- 
dauung verseift wird, aber wir wissen nicht, ob dies voll- 
stiindig geschieht. Wir kennen nicht die Form, in der es 
vom Darmepithel aufgenommen wird. Wir wissen, daf ein 
Teil, 1m giinstigsten Fall etwas mehr als die Hialfte, als 
Neutralfett itiber die Lymphe in den grofen Kreislauf gelangt. 
Fremde Fettsiiuren finden wir nach der Verseifung im Depot- 
fett wieder, unter Umstiinden treffen wir sie auch in der 
Leber an. 

Koérperfremde Phenylfettsiuren und andere substituierte 
Siuren werden durch f-Oxydation stufenweise abgebaut; von 


den natiirlichen aliphatischen normalen Fettsiuren gehen dic 


niederen Glieder, die aber im gewdhnlichen Fett kaum vor- 
kommen, in Aceton bzw. Acetessigsiiure iiber. Dies geschiel: 





rf) 


Ty) 
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in der iiberlebenden, d. h. absterbenden Leber und beim 
schwerkranken Diabetiker. Ob der Abbau der héheren Glieder 
ebenso, und vor allem, ob er ebenso auch beim Gesunden vor 
sich geht, steht noch dahin. 

Alle energetischen Bediirfnisse des Kérpers lassen sich 
mit Fett bestreiten, stofflich geniigen also die Bausteine der 
Nahrungsfette allen diesbeziiglichen Anspriichen; sie kénnen 
also nicht nur oxydativ abgebaut, sondern auch so umgebaut 
werden, dab die Bruchstiicke ihrer Kohlenstofiketten noch zu 
mannigfachen Synthesen brauchbar sind. Ja, wenn die 
keimende Olsaat, der aufwachende Winterschliifer aus Fett 
und nicht aus KiweiB Zucker bildet, so ist die Frage berech- 
tigt, ob die gleiche Reaktion nicht auch im normalen Ge- 
schehen des gesunden Menschen dauernd vor sich geht und im 
Hunger z. B. oder bei einseitiger Fiitterung auf Kosten des 
Fettes der Blutzucker gebildet wird, vorausgesetzt, dab er 
von den Organen nicht nur verbraucht, sondern verbrannt wird. 
Diese Frage der Gluconeogenie aus Fett steht heute im 
Vordergrund des Interesses und sie wird von namhaften Physio- 
logen bejaht. GewiB, auch wenn die Fettsiiuren durch §-Oxy- 
dation stufenweise abgebaut werden, lassen sich Vorstellungen 
entwickeln, wie aus den Bruchstiicken wieder Traubenzucker 
auigebaut wird. Dies um so leichter, wenn wir bedenken, 
daB dabei die einzelnen Organe sich Hand in Hand arbeiten. 
Allerdings darf nicht vergessen werden, da bei einem der- 
artigen Umbau auch mehr oder weniger freie Energie anfallt. 
selbst wenn die Reaktionen im einzelnen mit solchen gekoppelt 
sind, die sie auszunutzen gestatten. Es bleibt also zu unter- 
suchen, nicht nur, ob die Zuckerbildung aus Fett stofflich 
méglich ist, sondern auch, ob ihr Energieaufwand im Kinklang 
steht mit dem Gesamtverbrauch des Kérpers an Energie bei 
solch einseitiger Fiitterung. 

In der folgenden Mitteilung habe ich mit einer Reihe 
Mitarbeiter zuniichst einmal das Beobachtungsmaterial zu ver- 
mehren getrachtet, das die 6-Oxydation von Fettsiiuren sicher- 
stellt. Es sollten méglichst lange Ketten aliphatischer Fett- 
Siuren gepriift werden. Wird die Kette nur am @-Kohlen- 
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stotiatom gesprengt oder unter Umstinden auch am 0- oder 
gar am &-Kohlenstoffatom, wobei also das Kohlenstoffgeriis: 
einer Hexose im ganzen abgesprengt wiirde? Wie verhalte:, 
sich die letzten Reste der Fettsiiture mit vier Kohlenstoi'- 
atomen? Zeigt sich diese Kette ebenso schwer verbrennlic), 
wie dies bei der unsubstituierten Butterséiure offenbar dei 
Fall ist? Lit sich durch geeignete Substitution ein weitere: 
Abbau erzwingen? Dies sind einige der Fragen, zu dere 
Lésung in den folgenden Mitteilungen neues experimentelle: 
Material, meist durch Fiitterungsversuche am ganzen Tier ge- 
wonnen, beigebracht wird. 

Weitere Mitteilungen werden folgen, in denen diese Pro- 
bleme von anderer Seite angepackt werden. Die Versuche 
hierzu sind im hiesigen Laboratorium bereits seit einiger Zeit 
im (ang. 





Beitrage zur Kenntnis des Fettstoffwechsels. 
Il. 
Verhalten cer 7-Benzolsulfo-methyl-amino-n-valeriansaure 
im Tierkorper. 
Von 


Fritz Peters und Kazuo Watanabe. 


Aus dem Physiologisch-Chemischen Institut der Universitit Leipzig.) *) 


Der Redaktion zugegangen am 11. August 1926.) 


Im Gegensatz zu den Phenylfettsiuren mit ungerader 
Kohlenstoffatomzahl, die im Tierkérper zu Kernkarbonsauren 
abgebaut werden, bleibt bei einer substituierten w-Aminofett- 
siiure eine Kette von 4 Gliedern bestehen.') ¢-Benzolsulfo- 
methyl-aminocapronsiure geht in die entsprechend substituierte 
,-Buttersdure iiber. Diese selbst wird unveriindert aus- 
geschieden, auch bei ganz kleinen Dosen im Tage schreitet 
die Oxydation nicht weiter. Das unter solchen Umstinden 
alienfalls entstehende Sarkosinderivat durchliuft den Tierkérper 
unverandert und ist nicht iibersehen worden. Die substituierte 
Buttersiure ist also als Endprodukt des biologischen Abbaus 
autzufassen. Die Untersuchung an derartigen ,,Fettsiuren“ 
muBte weiter verfolgt werden. Hier war vielleicht mit neuen 
Fettsiiuremodellen ein Einblick in den Mechanismus der §-Oxy- 
dation zu bekommen. Denn durch die vollige Substitution der 
H-Atome am Stickstoff der Aminosiure mit dem stark sauren 
Rest der Benzolsulfosiure, die auBerdem nach Hinsberg?) die 
weitere Einfiihrung einer Methylgruppe erleichtert, wandelt sich 
der physikalische Charakter der Aminosiure in den einer Fett- 
siure um. Durch die Lipoidléslichkeit muBte die Aminosiure 


‘) Teilweise ausgefiihrt mit Mitteln der Notgemeinschaft der deut- 
schen Wissenschaft. 
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vielleicht denselben Weg im intermediiiren Abbau beschreiten. 
wie die normalen Fettsiuren. Zugleich aber war ihre Isolie- 
rung durch einfache Atherextraktion des Harns leicht zu be- 
werkstelligen. 

AuBerdem verdient die Beobachtung von Thomas und 
Schotte auch im Hinblick auf die Bildung der Acetonkérper 
Beachtung. Hier wie dort finden wir eine gewisse Wider- 
standsfihigkeit der Kette von 4 C-Atomen. (Auch in der Reihe 
der dimethylierten ¢-Aminosiiuren yon Friedmann‘) wird das 
Buttersiiurederivat am wenigsten verbrannt, wihrend allerding: 
die monomethylierten «-Aminosiiuren*) proportional ihre 
Kettenliinge ausgeschieden werden). Warum wird die Pheny!- 
buttersiiure zur Phenylessigsiure abgebaut und die analoge 
Aminosiiure nicht? Der Grund, den Dakin gegen eine: 
weiteren Abbau der Phenylessigsiure angibt, niimlich der rasche 
VerschluB des Carboxyls durch Glykokol! trifft hier nicht zu. 
da die untersuchten substituierten m-Aminosiiuren in aller 
Fallen keine Paarung eingegangen haben. Das Hemmnis abe: 
kann einmal an der Linge der Kohlenstoffkette oder auch an 
den Substituenten liegen. Zum Beweis der ersten Vermutung 
miissen weitere Siuren gepriift werden, bei den der Substituent 
zwar auch vom Carboxyl aus gerechnet in y-Stellung steht, 
aber nicht wie in der von Thomas und Schotte verfiiiterten 
Siiure endstiindig. 

Daher wurde die in gleicher Weise wie die 7-Aminobutter- 
siure am y-Kohlenstoffatom substituierte normale Amino- 
valeriansiure hergestellt und verfiittert. Wie erwartet, wird 
sie nicht angegriffen. In 64°/, konnte sie aus dem Harn 
wieder isoliert werden. Die beiden optischen Komponenten 
des Racemkérpers verhalten sich gleich. 

Durch Bestimmung des Neutralschwefels im Harn wurde 
nicht nur die Resorption der verfiitterten Siure nachgepriift. 
sondern auch gezeigt, da8 andere Zwischenprodukte in fab- 
baren Mengen nicht vorhanden waren. Die Isolierung solcher, 
ohne Kenntnis ihrer Eigenschaften auf gut Gliick zu versuchen, 
ist ja eine recht mibliche Sache. Die Schwefelbestimmungen 
waren uns daher eine sehr wertvolle Stiitze. Ihre Technik 
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findet sich ausfiihrlich im Versuchsteil. AuSerdem verweisen 
wir auf die von Flaschentriger bereits mitgeteilten ,,Er- 
fahrungen in der Mikroanalyse“.®) 

Wir haben die Saéure mit Absicht verfiittert und nicht 
injiziert, obgleich dadurch die Aussichten einen hohen Prozent- 
satz von ihr wieder zu isolieren, vermutlich schlechter ge- 
worden sind, aber wir wollten sie auf dem normalen Weg in 
canz kleinen Dosen in den Korper hineinbringen und so die 
piologischen Bedingungen ihres Abbaus so giinstig wie méglich 
cestalten. Trotzdem hat sie den Tierkérper unveriindert durch- 
laufen. Die niachste Mitteilung zeigt, daB die substituierte 
j-Valeriansiure eine #-Oxydation erleidet. Die Hemmung liegt 
also im Abstand vom Carboxyl zum Stickstoff. 


Versuchsteil. 
Darstellung von ;-Benzolsulfo-methyl-aminovaleriansaure. 
H,C-CH-CH,-CH,-COOH 
| 


(C,H,SO,)N(CH,) 

Die Darstellung der vy-Amino-valeriansadure eriolgte 
nach K. Fischer und R. Groh.*) Liévulinséure, die aus Kar- 
toffelstiirke nach Rischbieth*) gewonnen war, wurde in das 
Phenylhydrazon mit 82°/, Ausbeute iibergefiihrt und mit 
frischem Aluminiumamalgam zur Aminosiure reduziert. Nach 
20 Stunden Schiitteln war die Reduktion vollstandig. Aus- 
beute 43°/, der Theorie. Die Saéure schmolz bei 213° unkorr. 
Fischer gibt 209° und 214° unkorr. an’), gegen 193° von 
Tafel. 


Darstellung von ;-Benzolsulfoaminovaleriansaure. 

11,7 g Aminovaleriansiure vom Schmelzp. 214° (*/,, Mol.) 
werden mit 35 g Benzolsulfochlorid (?/,, Mol.) und 200 ccm 
12°/,iger Kalilauge (*/,, Mol.) portionsweise unter Schiitteln 
versetzt. 2 Stunden spiiter wird auf dem Wasserbade zur 
volligen Zersetzung des Benzolsulfochlorid '/, Stunde erwarmt 
und nach dem Erkalten mit Salzsiiure kongosaurer gemacht. 
Beim Einengen fallen 21,1 g Siure = 82°/, der Theorie, die 
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nach mehrmaligem Umkrystallisieren aus Wasser den Schmelz- 
punkt von 114—115° zeigen. Zur Analyse wurde im Hoch- 
vakuum bei 100° zur Konstanz getrocknet. 


4,5 mg Substanz gaben 8,455 mg CO,, 2,41 mg H,O. 


4,377 mg o » 8,24 mg CQ,, 2,395 mg H,0O. 
4,091 mg 5 » 0,170 cem N (742 mm, 18%. 
C,,H,-0,NS (257,21): 
Ber. 51,33°/, C 5,999), H 8,459), N 
Gef. 51,26 6,12 5,45 
51,34 6,12 ins 


Die Séure krystallisiert aus Wasser in stark doppel- 
brechenden rechteckigen Tafeln, die in Richtung der Diago- 
na'en ausléschen. Daneben finden sich Rauten, zugespitzte 
Prismen und 6 seitige Tafeln. Léslichkeit in Wasser 1:52 be: 
100°; 1:746 bei Zimmertemperatur. In Alkohol, Aceton, 
Hssigester, Hisessig, Chloroform ist die Saiure leicht léslich; in 
Ather 1:34 léslich; in Benzol, Toluol schwer léslich; in Petrol- 
iither nahezu unldslich. 

Das Natriumsalz gibt mit Salzlésungen von Calcium, 
Barium, Magnesium keine Fallung, wohl aber mit denen von 
Zink, Silber und Blei amorphe Niederschliige. Das Queck- 
silber(I])salz ist leicht léslich. 


y-Benzolsulfo-methyl-aminovaleriansaure. 


2,57 g Benzolsulfoaminovaleriansiure ('/,,, Mol.) werden 
portionsweise mit 3,8 g Dimethylsulfat (?/,,, Mol.) und 25 ccm 
2/n-Natronlauge 2 Stunden auf der Maschine geschiittelt und 
dann durch 1 stiindiges Erwirmen auf dem Wasserbade das 
Dimethylsulfat voéllig zersetzt. Nach dem Ansiiuern mit 7 Mol. 
Hisessig fallt ein Ol, das iiber Nacht krystallisiert. Abfiltriert 
und mit Eiswasser gewaschen erhilt man 2,27 g gleich 84°), 
der Theorie. Schmelzp. 104°. 64 ¢ aus 109 ccm 50°/,igem 
Alkohol umkrystallisiert geben 57,4 ¢ vom Schmelzp. 108—109°, 
beginnende Sinterung bei 107°. Zur Analyse wird im Hoch- 
vakuum zur Konstanz getrocknet: 





‘2 
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5,038 mg Substanz gaben 9,840 mg CO,, 2,800 mg H,0. 


4,980 mg - » 9,720 mg CO,, 2,790 mg H,0. 

7,240 mg a » 0,324 cem N (759 mm, 16°). 

5,547 mg 5 0,255 eem N (744 mm, 20°). 

C,,.H,,0,NS: Ber. 53,10°/, C 6,32°/, H 5.17%, N 

(271,23M.G.) Gef. 53,29 6,22 5,28 
53,23 6,27 5,24 


Unter dem Polarisationsmikroskop sieht man lange, schriig 
abgeschnittene und zugespitzte Prismen, die in ihrer Liings- 
richtung ausléschen und optisch negativen Charakter zeigen. 

In den gebriuchlichen organischen Liésungsmitteln ist die 
Siure leicht léslich. In Petroliither fast unléslich. In Wasser 
ist die Saure schwer ldslich, beim Kochen schmilzt sie zu 
einem farblosen OJ]. Das Natriumsalz der Siure gibt mit Erd- 
alkalisalzen keine Fillung. Auch nicht mit solchen von Zink, 
(uecksilber. Das Silber-, Kupfer- und Bleisalz ist amorph und 
schwer ldéslich. 

Fitterungsversuche. 
a) Am Hund. 

Von den 2 Fiitterungsversuchen sei nur einer in extenso 
angefiihrt. 

Kin Hund von 1,8 kg bekommt ein gleichméBiges Futter 
(pro die 800 kg Kartoffeln mit der Schale gekocht und 75 g 
Zucker). Nach 6 Vortagen, in welchen sich der Hund auf eine 
gleichmaBige N-Ausscheidung einstellte, wurde der Harn 8 'l'age 
lang gesammelt. Dann bekam das Tier in 6 Tagen 18,5 g 
y-Benzolsulfo-methyl-aminovaleriansiure in Portionen von etwa 
3,0 g pro die ins Futter geriihrt. 

Die erste Portion von 3,5 g, die mit der Schlundsonde 
gegeben wurde, erbrach der Hund wieder, die niachsten fiinf 
Portionen von je 3,0 g wurden gut aufgenommen, so daf nur 
mit 15,0 g aufgenommener Saéure gerechnet werden kann. 

Nach den Versuchstagen wurde der Harn weitere 9 T'age 
gvesammelt. 

Um sich iiber die Menge der mit dem Harn wieder aus- 
geschiedenen Benzolsulfosiiure zu orientieren, wurde im Harn 
der ,,Neutralschwefel“ bestimmt. Zunichst wurden in der iiblichen 
Weise nach Verseifen mit HCl der gesamte Sulfatschwefel be- 

Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f, physiol. Chemie, CLIX. 18 
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stiimmt. Darauf wurden 10 ccm Harn im Mikrobombenrohr 
nach Pregl auf dem Wasserbade unter Anwendung einer Saug- 
vorrichtung eingedampft. Um spiiter den Druck in dem Rohr 
nicht zu hoch werden zu lassen, ist es ratsam, vorher der 
gréBeren Teil der organischen Substanz durch einmaliges ge- 
lindes Erwirmen mit einigen Tropfen konzentrierter Salpeter- 
siure zu zerstéren. Das Rohr wird mit etwa 3—4 ccm kon- 
zentrierter rauchender Salpetersiiure gefiillt, zugeschmolzen und 
3 Stunden im MikroschieBofen auf 300° erhitzt. Nach dem 
Offnen und Verjagen der Salpetersiure mit Salzsiure wird in 
tiblicher Weise nach Pregl die Bestimmung durchgefihrt, wo. 
bei das Baryumsulfat in den Filtriertiegeln der Berliner 
Porzellanmanufaktur gesammelt wird.5) Felix Haurowitz®) hat 
auf ihnliche Weise den Schwefel in 3 ccm Liquor bestimmt. 

Bei dieser Methode wird aller Schwefel der Benzolsulfo- 
methyl-aminovaleriansiure zu Schwefelsiure oxydiert, wie wir 
uns tiberzeugt haben. 

Die Resultate der S-Bestimmung waren folgende: 











Dat Sbst. | Harn | N pro] Sulfat-S | Gesamt-S | Neutral-S 
verfiitt.| ecm | Tag pro die pro die pro die 
28. 7. : . 
pee: 400 | 1,92 0,115 0,159 0,043 
30. 7. 
% 3} 360 | 1,90 0,194 0,240 0,046 
—— es 460 | 2,73 0,184 0,222 0,038 
| 480 | 1,84 0,100 0,115 0,015 
5.8. | 3,5 2%) 
6.8. | 3,0¢g 412 240 
7.8. | 3,0¢ 800 | 1,40 0,171 0,412 0, 
Wed. Pet 1,34 | 0,107 0,432 0,324 
9.8. | 30g 520 | 1,3 107 43 324 
10.8. | 3,0¢ 
os a 800 | 1,00 0,227 0,461 0,234 
11.16.38. 800 | 1,05 0,138 0,193 0,058 
18.16. 2200 | 1,68 0,208 0,232 0,028 
16,—19. 8. 1400 | 1,29 0,149 0,145 0,029 

















*) Erbrochen. 
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Es wurden also in 6 Tagen vom 5.—11. 8. 1,596 g Neu- 


tral-S ausgeschieden. Davon sind abzuziehen 6-0,036 = 0,216 g 


als schon im normalen Harn vorhanden. Es besteht also eine 
Mehrausscheidung von 1,380 g 8S. Diese wiirden entsprechen 
11,67 g = 78°/, 7-Benzolsulfo-methyl-aminovaleriansiure. 

70°/, des Harns wurden stark im Vakuum eingeengt. 
Beim Ansiuern mit HCl fielen 6,6 g einer braunen krystalli- 
nischen Masse aus. Das Produkt wurde aus Ather um- 
krystallisiert und ergab 5,34 ¢ weife Krystalle. Schmelz- 
punkt 110°. Mischschmelzpunkt mit 7-Benzolsulfo-methyl- 
aminovaleriansaure 110°. Die Kohlenwasserstoffanalyse stimmte 
ebenfalls auf diese Substanz. Aus der Mutterlauge wurde 
versucht durch Ausithern noch etwas zu gewinnen, es konnte 
jedoch aus den Schmieren, die mit in den Ather gingen, nichts 
mehr isoliert werden. 0,34 g konnten noch aus dem Kot iso- 
liert werden. 

Nach der S-Bestimmung waren im Harn 11,6 g y-Benzol- 
sulfo-methyl-aminovalerianséure zu erwarten, in den auf- 
gearbeiteten 70°/,, also 8,1 g. Priparativ wurden aus dem Harn 
6,6 g Rohprodukt, d. h. 81,5°/, der zu erwartenden Menge 
isoliert. 

Die y-Benzolsulfo-methyl-aminovaleriansiure geht also im 
wesentlichen unveraindert durch den Organismus. Ob ein Teil 
der 7-Benzolsulfo-methyl-aminovaleriansiure vielleicht nach Ab- 
spaltung der Benzolsulfogruppe vollig verbrennnt, laBt sich 
nicht sagen. Aber schon die Mono-methyl-aminovaleriansaure 
wird nach Friedmann‘) zu 97,47°/, wieder ausgeschieden. 
Die Benzolsulfosiure erscheint nach EK. Salkowski!®) hei 
Hunden und Kaninchen unveriindert im Harn. Es kann ja 
auch durch die kérperfremde Saiure die gewoéhnliche Sulfat- 
ausscheidung gesteigert werden und so die schwankende S-Aus- 
scheidung ihre Erklarung finden. 


b) Am Kaninchen. 
Da in dem ersten Versuch kein Abbau der Benzolsulfo- 
methyl-aminovaleriansiure hatte erzielt werden kénnen, wurde 


ein zweiter Versuch angestellt, in dem nur kleine Substanz- 
18* 
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mengen auf einmal verfittert wurden, um dem Organismy 
eventuell besser Gelegenheit zum oxydativen Abbau zu gebey, 
2 Kaninchen bekamen gleichmifBige Kost (pro die 300 » 
Kartoffeln und 200 g Méhren zusammen). Nach 4 Tagen wuri 
der Harn 12 Tage lang gesammelt (Harn der Vorperiode’ 
Daraut bekam jedes Tier pro die etwa 0,28 g y-Benzolsulfs. 
methyl-aminovaleriansiiure, bis in 21 Tagen 12 g_ verfiitter 
waren. Der Harn der Tiere wurde in der ganzen Fiitterung:. 
periode und noch weitere 7 Tage gesammelt. Die Schwe‘cl. 
bestimmung im Harn ergab: 








Harnmenge | Gesamt- | Gesamt- | Neutral- 
ecm s* Sulfat-S * 5" 
Vortage: 22. 10.—3. 11. 24. 4780 0,0995 0,085 0,0145 
Fiitterungstage und Nach- 
periode: 3. 11.—1. 12. 24, 11670 0,1695 | 0,122 | 0,0475 
“) g pro die | 











Der Neutral-S des Harns der Vortage von dem ie 
Hiitterungstage abgezogen, ergibt 0,033 g Mehrausscheidur 
pro die mal 28=0,924 g Neutral-S-Mehrausscheidung. Dies: 
wiirden 7,8 gy-Benzolsulfo-methyl-aminovaleriansiure entsprechic:. 

90°/, des Harns wurden praparativ aufgearbeitet. Le 
Harn wurde im Vakuum kongosauer eingedampft, die zuriick- 
bleibende Schmiere wurde mit Kieselgur verrieben und ir 
Exsikkator getrocknet. Die Kieselgur wurde darauf im Soxhle! 
mit Ather extrahiert. Nach Abdampfen des Athers blieb ein: 
braune Schmiere zuriick, diese wurde mehrmals mit heiben 
Wasser ausgezogen. Nach Kinengen des wiBrigen Auszuges 
fielen 4,5 ¢ braune Krystalle aus, die nach einmaligem Un- 
krystallisieren einen Schmelzp. von 107° und mit Benzolsuliv: 
methyl-aminovaleriansiure gemischt einen Schmelzp. von 105 
zeigtei. Es handelt sich also um die unverinderte Siure 
Weitere Versuche aus den Schmierenresten noch mehr Substau! 
iiber das Kupfersalz zu isolieren, hatten keinen Erfolg. Ebensi 
konnte nichts aus dem Kot isoliert werden. 

In den 90°/, aufgearbeiteten Harn waren nach der S-Be- 
stimmung zu erwarten: 7 g 7-Benzolsulfo-methyl-aminovalerian: 
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siure. Isoliert wurden 4,5 g, also 64° 
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/, der nach der 8-Be- 


stimmung zu erwartenden Menge. Auch bei diesem Versuch 
moéchten wir auf den sogar noch deutlicher wie im ersten Ver- 
such ersichtlichen Anstieg des Sulfat S hinweisen. 


I. 
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Verhalten der d-Benzolsulfo-methyl-amino-valeriansaure 
und der £-Benzolsulfo-methyl-amino-propionsaure im Tierk6rper 


Von 


F. Peters. 


(Aus dem Physiologisch-Chemischen Institut der Universitat Leipzig.) *) 


(Der Redaktion zugegangen am 11, August 1926.) 


Die Ursache der Bestindigkeit substituierter normale 
.-Ketten liegt in der Stellung und in der Natur des Sub: 
stituenten. Im Verfolg dieses Gedankens wurde der ‘Tier: 
versuch mit den oben genannten Siuren in ganz gleiche 
Weise durchgefiihrt, wie in dem vorhergehenden Abschnit 
angegeben ist. Die ,,0-Valeriansiure’ erleidet eine S-Oxyda- 
tion und geht in die entsprechende substituierte ,,¢-Propion- 
siiure* iiber. Diese selbst verfiittert, durchliuft den Tierkérpa 
unveriindert, soweit sie resorbiert wird. Denn nach de 
Schwefelbestimmungen im Harn erscheinen von der verfiitterte: 
Valeriansiure nur 51,5°/,, von der Propionséure nur 51° 
wieder. Dagegen wurde bei der subcutan gespritzten C,-Siur 
der gesamte Schwefel im Harn wiedergefunden. Das At: 
finden der Séuren im Kot ist schwierig. Die subcutane Appl: 
kation erlaubt ein viel sauberes Arbeiten. Wenn auch dit 
Ausbeuten, auf die verfiitterte Ausgangsmenge bezogen, nu 
48,6 und 41,6°/, betragen, so liegen sie, auf den ausgeschiedene! 


*) Ausgefiihrt mit Mitteln der Notgemeinschaft der deutsche! 
Wissenschaft. 
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Neutralschwefelzuwachs bezogen, mit 94 und 81,7°/, inner- 
halb der biologischen Fehlergrenze und in volliger Uberein- 
stimmung mit der im Injektionsversuch erhaltenen Ausbeute 
von 79°. 

Im Gegensatz zu der y-substituierten Valeriansiiure er- 
leidet also hier die gleiche fiinfgliedrige Kette noch eine 
weitere Verkiirzung. So bestitigt auch dieser Versuch, dab 
die Hemmung im Abstand zwischen Carboxyl- und Amino- 
sruppe liegt. Er erweitert aber das bisher vorliegende Beob- 
achtungsmaterial insofern, als er zeigt, da der Abstand auf 
drei Kohlenstoffatome herunter gehen kann. 

Der nachste Abschnitt bestitigt das Ergebnis dieses Ver- 
suches. Die ,,8-Propionsiure* ist das Endprodukt im biologi- 
schen Abbau der w-Siiuren mit ungerader C-Zahl und entspricht 
hier also der Buttersiure bei der normalen Saiure mit gerader 
C-Zahl. In diesem Zusammenhang sei auf die Beobachtung 
von Abderhalden und Schittenhelm!) aufmerksam ge- 
macht, die geneigt sind, die Retention des 8-Alanins im Or- 
ganismus des Hundes auf seine schwere Verbrennbarkeit zuriick- 
zufiihren. Inwieweit das 8-Alanin verbrennt, das bei der Spal- 
tung von Carnosin durch die Darmbakterien auftritt, wird von 
Julie Hefter’) nicht angefiihrt. 


Versuchsteil. 


I. Versuche mit 0-Benzolsulfo-methyl-amino-valeriansaure 
CH,.CH,.CH,.CH,.COOH 


(C,H,80,) NCH, 

Bei der Darstellung der 0-Benzol-sulfo-aminovalerian- 
siture nach Schotten und Schlémann?) ist zu beachten, 
daB man von méglichst reinem Piperidin*) (puriss Merck) aus- 
geht und das Benzolsulfo-piperidin in Loésung  oxydiert. 
100 Teile Wasser lésen davon bei Zimmertemperatur 0,0655 
ind bei 100°C 0,162 g. Wir nahmen zu 6¢ fimf Liter 
kochendes Wasser. Unter starkem urbinieren lieBen wir in 
1'/, Stunden 3¢ Kaliumpermanganat in Lésung zutropfen. Aus- 
beute im Mittel 60°/, Benzolsulfo-amino-valeriansiure gegen 
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57 °/, von Schotten. Nicht geléstes Benzolsulfo-piperidin kann 
nach der Oxydation dem Braunstein mit Ather unveriindert 
wieder entzogen werden. 


Das Methylderivat ist von EK. Fischer und M. Berg- 
mann) mit Jodmethyl dargestellt worden. Wir haben 14 ¢g 
der 0-Benzolsulfo-amino-valeriansiure (1/,, Mol.) mit 8 g Di- 
methylsulfat (*/,, Mol.) in Eiskihlung unter Rihren tropfen- 
weise mit 7,5 ccm 10°/,iger Natronlauge (*/, Mol.) innerhalb vou 
1 Stunde versetzt, dann 1 Stunde geschiittelt und schlieBlich: 
1 Stunde auf dem Wasserbad erwirmt. Beim Ansiuern fie! 
ein bald erstarrendes Ol in einer Ausbeute von 13,2 g = 
87,5°/, d. Th. Schmelzp. 66°. Nach eimaligem Umkrystalli- 
sieren aus Wasser blieb der Schmelzpunkt bei 70° C kon- 
stant. Fischer und Bergmann geben 70—71° (korr.) an. 
Zur Analyse wurde im Hochvakuum iiber Phosphorpentoxyd 
zur Konstanz getrocknet. 


4,455 mg Substanz gaben 8,65 mg CO,, 2,580 mg H,0. 


4,435 mg " » 8,610 mg CO,, 2,610 mg H,0. 
5,320 mg is » 0,248 cem N (747 mm, 18°). 
5,360 mg = » 09,248 cem N (747 mm, 19°). 
16,018 ng = » 14,10 mg BaSQ,. 
Cy3H,,0,NS (271,23): Ber. 53,10°/, C 6,329/, H 5,17°/, N  11,88%, S 
Gef. 52,97 6,48 5,37 12,08 
52,96 5,58 5,31 — 


Titration: 0,5062 g Substanz verbrauchten in der Kilte mit 
Phenolphthalein als Indicator 18,7 ecm n/10-NaOH. 
C,,H,,O,NS: Aquivalentgewicht: Ber. 271,23. Gef. 270,3. 
Unter dem Polarisationsmikroskop sieht man stark doppel- 
brechende lange Nadeln und zugespitzte Prismen, die in ihrer 
Liingsrichtung ausléschen und optisch positiven Charakter 
zeigen. 
Léslichkeit: 100 Teile Wasser lésen bei 20° 0,7512 g Teile Siure 
mM ys » » 100° 2291 ¢ , 4 
100 ,,  Ather ,, ,, 20°3100 ¢ , ,, 


in der Warme noch bedeutend mehr (vgl. E. Fischer u. M. Bergmann). 


Das Natriumsalz gibt mit Erdalkalisalzen keine Fiallung, 
wohl aber mit den Schwermetallsalzen amorphe Niederschlage. 
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a) Verfiitterung der 0-Benzolsulfo-methyl-amino- 
valeriansaure. 

Kin Hund (20 kg) bekommt in ausreichender Menge Reis 
mit Wasser und Salz gekocht. Nach 6 Vortagen wird der 
Harn 5 Tage lang gesammelt. Im Harn wurde der Schwefel 
bestimmt. Die Analysen ergaben: 


im ganzen pro die 

Gesamt-S 0,863 ¢g 0,172 g 
Gesamt-Sulfat-S 0,628 ¢ 0,125 ¢ 
Neutral-S 0,235 ¢ 0,047 g 


Vom 6. Tage an bekommt der Hund 12 g 6-Benzosulfo- 
methyl-amino valeriansiure im Verlauf von 10 Tagen als Natrium- 
salz in das Futter. Der Harn wird dann noch weitere 3 Tage 
iiber Thymolchloroform gesammelt. Die S-Analysen wiihrend 
der Fiitterungsperiode ergaben: 


im ganzen pro die 

Gesamt-S 2,18 ¢g 0,168 g 
Gesamt-Sulfat-S 0,845 g 0,065 g 
Neutral-S 1,335 g 0,103 ¢ 

Davon sind als tagl. Neutral-S abzuzichen 0,047 ¢ 


0,056 g + 13 
si 0,73 ge Neutral-5- 
Mehrausscheidung als in den Tagen der Vorperiode. 

Verfiittert wurden mit den 12 ¢ Siure 1,42 g Schwefel. 
demnach waren 51,5°/, des verfiitterten S im Harn wieder aus- 
geschieden. Es war also zu erwarten, daB 6,2 g 0-Benzolsulfo- 
methyl-amino-valeriansiure durch den Kérper hindurchgegangen 
waren. 

90°/, des Harns wurden priparativ aufgearbeitet. Der 
Harn wurde lackmussauer eingedampft im Vakuum bis auf 
00 ccm. Nach dem Ansiuern bis zur kongosauren Reaktion 
fiel eine braune Masse aus, die abfiltriert und getrocknet wurde. 
Keingepulvert wurde die Masse mit warmem Ather ausgezogen. 
Kiltriert und abgedampft hinterlieS der Ather 3,8 g braune 
Krystalle. 

Die Mutterlauge wurde mit Kieselgur zusammen auf dem 
Wasserbade getrocknet und im Soxhlet extrahiert. Nach dem 
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Abdampfen des Athers konnten 0,9 g, also eine Gesamtausbeute 
von 4,7 g erhalten werden. Aus heiBem Wasser umkrystalli- 
siert, zeigten die Krystalle einen Schmelzp. 98—99°% Gemischi 
mit synthetisch dargestellter 0-Benzolsulfo - methyl - amino. 
propionsiure war der Schmelzp. 97° (das synthetische analysen. 
reine Produkt hatte einen Schmelzp. 96°). Die Substanz wurde 
im Hochvakuum iiber Phosphorpentoxyd zur Konstanz ge. 
trocknet. Die Analyse stimmte gleichfalls auf die 0-Benzol. 
sulfo-methyl-amino-propionsiure. 


4,95 mg Substanz gaben 8,990 mg CO,, 2,370 mg H,O. 


4,84 mg * » 8,76 mg CO,, 2,33 mg H,O. 
7,01 mg . » 0,356 eem N (750 mm, 22°). 
8,14 mg i » 0,424 cem N (750 mm, 21°). 


C,oH,,;0,NS (243,18): Ber. 49,35°/, C 5,36°/, H 5,78°/, N 
Gef. 49,55 49,38 5,36 5,89 5,81 5,97 


Ausbeute: Aus den nach der S-Bestimmung durch den 
Koérper hindurchgegangenen 6,2 g 6-Benzolsulfo-methyl-amino- 
valeriansiure hitten 5,56 g 0-Benzolsulfo-amino-propionsiur 
entstehen miissen. Aus 90°/, Harn wurden isoliert 4,7 g, be- 
rechnet auf 100°/, Harn sind dies 5,23 g. Also wurden 94°, 
der zu erwartenden Menge als 0-Benzolsulfo-methyl-amino-pro- 
pionsiure isoliert, oder auf gesamte verfiitterte Siure berechnet, 
48,6 °/, Propionsiure. Die Aufarbeitung des Kotes fiihrte zu 
keiner analysenreinen unverinderten ,d-Valeriansiure“. 


b) Injektionsversuch mit Benzolsulfo-methyl-amino- 
valeriansiiure. 


Da bei dem ersten Versuch nur ein Teil des Schwefels 
im Harn wieder erschienen war, und die Vermutung nahe lag, 
duB die Saure vollstindig resorbiert worden war, wurde eil! 
zweiter Versuch angestellt, indem die Saure dem Hund in 
kleinen Dosen als Natriumsalz unter die Haut gespritzt wurde. 


Ein Hund (4,9 kg) bekam ebenfalls wie im ersten Versuch: 
nur Reis. Nach 7 ‘lagen Vorperiode wurde der Harn 5 Tage 
lang gesammelt und der Schwefelgehalt bestimmt. Analysen 
ergaben: 
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im ganzen pro die 

Gesamt-S 0,652 g 0,1305 g 
Gesamt-Sulfat-S 0,417 g 0,0835 g¢ 
Neutral-S 0,235 g 0,047 ¢ 


Vom 6. Tage an bekam der Hund pro die 1 g 3-Benzol- 
sulfo-methyl-amino-valeriansiiure als Natriumsalz subcutan ge- 
spritzt, und zwar je 0,5 g morgens und abends. Nach dem 
so 8 g gespritzt worden waren, wurde der Harn noch 4 Tage 
weiter gesammelt und in der Gesamtmenge von 12 Tagen der 
Schwefel bestimmt. Die Analysen ergaben: 


im ganzen 


(nach 12 Tagen) pro die 

Gesamt-S 2,53 g 0,211 ¢ 
Gesamt-Sulfat-S 1,02 ¢ 0,085 ¢ 
Neutral-S 1,51 g 0,126 ¢ 


Davon sind als tigl. Neutral-S abzuziehen 0,047 g 
“9079 g 12 
= 0,95 gb 

0,95 g Neutral-S wurden wiahrend der 12 Tage mehr aus- 
geschieden als an den 5 T'agen der Vorperiode. Verfiittert 
wurden mit den 8 g d-Benzolsulfo-methyl-aminovaleriansiure 
0,946 gS. Der Schwefel war also quantitativ im Harn wieder 
erschienen. 

93°/, des Harns wurden praparativ aufgearbeitet. Der 
Harn wurde wieder im Vakuum eingedampft, angesiiuert, der 
Niederschlag getrocknet und mit Ather mehrmals ausgezogen. 
Nach Verdampfen des Athers erhielten wir 3,8 g braune 
Krystalle. Die Mutterlauge wie vorher aufgearbeitet, lieferte 
noch 1,5 g gleiche Krystalle. Die gesamten 5,3 g wurden aus 
Wasser mit Tierkohle 2 mal umkrystallisiert und 2,63 g erhalten 
mit einem Schmelzpunkt von 100° und einem Mischschmelzpunkt 
von 97° mit -Benzolsulfo-methyl-amino-propionsaure (Schmelz- 
punkt der synthetischen Substanz war 96°, das Produkt war also 
noch reiner wie das synthetische Produkt oder enthielt Spuren 
nichtmethylierter Siure.) Konstanztrocknung wie vorher. 

4,600 mg Substanz gaben 8,350 mg CO,, 2,260 mg H,0. 

4,764 mg ‘i 8,610 mg CO,, 2,260 mg H,0. 

5,16 mg 0,264 cem N (756 mm, 22°). 





19 
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Fir Benzolsulfo-methyl-amino-propionsiure: 
C,,H,,0,NS (248,18): Ber. 49,859, C  —5,36°/, H 5,78) N 
Gef. 49,51 49,30 5,50 5,31 5,89 
Ausbeute: Es wurden also aus 93°/, Harn 5,3 g isoliert, 
berechnet auf 100°/, wiren dies 5,7 g, das ist 79,5°/, der ge- 
spritzten und nach der S-Bestimmung erwarteten Menge. 


II. Versuche mit /-Benzolsulfo-methyl-amino-propionsaure. 
CH,-CH,-COOH 
(C,H,80,)N(CH,) 
a) ?-Benzolsulfo-amino-propionsiure. 

Von den bekannten Darstellungen®) benutzten wir die von 
S. Hoogewerff und W. A. v. Dorp’), indem wir Succinimid 
dem Hofmannschen Abbau unterwarfen und die Saure als 
Sulfoverbindung nach Pechmann’) isolierten. Die Haupt- 
menge der anorganischen Salze und der Bernsteinsiure filtriert 
man vor der Benzolsulfonierung nach dem Eindampfen und 
Ansiuern ab. Die Sulfaminosiure isolierten wir durch Fallen 
mit Salzsiiture und Extraktion des trockenen Siuregemisches 
mit Ather im Soxhlet. Ausbeute etwa 18°/, der Theorie. Nach 
einmaligem Umkrystallisieren zeigt die Saiure den von Pech- 
mann angegebenen Schmelzpunkt von 111°. 


b) P-Benzolsulfo-methyl-amino-propionsaure. 

10 g §-Benzolsulfo-amino-propionsiiure ('/,, Mol.) werden 
mit 8 g Dimethylsulfat (1/,, Mol.) und 60 ccm 10°/,iger Natron- 
lauge (!/, Mol.) wie iiblich, 1 Stunde, geschiittelt und durch 
1 Stunde Erwirmen das Dimethylsulfat zersetzt. Nach dem 
Ansiiuern fallt ein bald erstarrendes Ol (7 g) aus. Aus der 
Mutterlauge konnten durch Ausithern noch 0,5 g gewonnen 
werden. Ausbeute 7,5 g = 70,6°/, der Theorie. Nach einmaligem 
Umkrystallisieren bleibt der Schmelzpunkt bei $8° stehen. 
Die aus dem Tierkérper erhaltene Siure schmilzt etwas hoher, 
bei 99—100°. Zur Konstanz wurde im Hochvakuum iiber 
Phosphorpentoxyd getrocknet. 


4,810 mg Substanz gaben 8,695 mg CO,, 2,39 mg H,O. 
5, 0,266 ecm N (751 mm, 24°), 


5,262 mg 9% 
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C,oH,30,NS (243,18): Ber. 49,35°/, C 5,36°/, H 5,78°/, N 
Gef, 49,32 5,56 5,87 
Titration: 0,4484 g Substanz verbrauchten in der Kiilte mit 
Phenolphthalein als Indicator 18 cem n/,.-NaOH. 
C,.H,;0,NS: Aquivalentgewicht: Ber. 243,18. Gef. 249. 
Unter dem Polarisationsmikroskop sieht man lange Nadeln 
und Prismen, optisch positiv. Der Krystallhabitus ist dem der 
d-Benzolsulfo-methyl-amino-valeriansiure sehr ahnlich. 
Loéslichkeit. 100 Teile Wasser lésen hei’ 6,303 g, bei 
20° 0,975 g. 100 Teile Ather lisen bei 20° 10,74 Teile. In 
den gewohnlichen organischen Solventien ist die Siure gut 
lislich. In Petrolither sehr schwer léslich. Das Natriumsalz 
der Siiure gibt mit Erdalkalisalzen keine Fallungen, mit den 
Schwermetallsalzen amorphe Niederschlige, von denen das 
Silbersalz nach einiger Zeit krystallin wird. 


c) Verfiitterung der #-Benzolsulfo-methyl- 
amino-propionsdure. 

Kin Hund (9,01 kg) bekommt wieder, wie im ersten Ver- 
such, nur Reis in Wasser gekocht. Nach 5 Tagen wird der 
Harn 5 Tage lang gesammelt und es wird S bestimmt. Die 
Analysen ergaben in der Vorperiode: 





im ganzen pro die 

Gesamt-S 0,624 g 0,125 g 
Gesamt-Sulfat-S 0,465 g 0,093 g 
Neutral-S 0,159 g 0,032 g 


Vom 6. Tage an bekommt der Hund pro die 1 g ?-Benzol- 
sulfo-methyl-amino-propionsdiure als Natriumsalz in das Futter, 
im ganzen 6 g. Der Harn wird nach vollstindiger Verfiitte- 
rung noch 7 weitere lage — im ganzen also 13 Tage lang — 
gesammelt. Die Analysen ergaben: 


im ganzen pro die 

Gesamt-S 1,735 g 0,133 g 
Gesamt-Sulfat-S 0,910 g 0,070 g 
Neutral-S 0,825 g 0,063 g 


Davon ist der normale Neutral-S abzuziehen 0,032 g 





0,031 g + 13 
0,403 g Neutral-S, 
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Verfiittert wurden 0,79 g Neutral-S, also wurden nur 
51°/, ausgeschieden. 

70°/, des Harns wurden priparativ aufgearbeitet. Der 
Harn wurde wieder schwach sauer eingedampft bis auf etwa 
100 com. Darauf wurde mit HCl angesiuert, es fiel eine braune 
Schmiere aus. Nach dem Trocknen auf Ton wurde sie durch 
Aufnahme in Ather gereinigt. Es blieben 1,25 g braune 
Krystalle. Aus der Mutterlauge konnten iiber die Soxhlet- 
extraktion mit Ather, wie bei der Benzolsulfo-methyl-amino- 
valeriansiure noch 0,5 g Krystalle gewonnen werden. Gemein- 
sam aus heiBem Wasser umkrystallisiert, zeigten sie einen 
Schmelzpunkt von 99—100° und einen ebensolchen Misch- 
schmelzpunkt mit synthetisch bereiteter 6-Benzolsulfo-methy]- 
amino-propionsiure. Aus 70°/, Harn wurden 1,75 g 6-Benzol- 
sulfo-methyl-amino-propionsaure isoliert, berechnet auf 100°/, 
sind dies 2,5 g. Nach der S-Bestimmung waren bloB 51°/,, 
also 3,06 g im Harn wieder erschienen. Die praparative Aus- 


beute betrigt an unverinderter Propionsiure also 81,7°/, der 


nach der S-Bestimmung im Harn zu erwartenden Menge, oder 
41,6°/, auf die ganze verfitterte Menge berechnet. 
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Das Verhalten der ¢-Benzolsulfo-methyl-amino-heptansaure im 
Tierkorper. 
Von 


Bonifaz Flaschentriiger und Elfriede Beek. 


(Aus dem Physiologisch-Chemischen Institut der Universitat Leipzig.) *) 


(Der Redaktion zugegangen am 11. August 1926.) 


Ks erscheint sehr wichtig, das recht diirftige Material 
iiber den Abbau hochgliedriger normaler Fettsiuren zu ver- 
mehren. Viel zu wenig Untersuchungen liegen zu dieser Frage vor. 

Kmbden?) hat in seiner bekannten Arbeit, in der er 
nachweist, daB die itiberlebende Leber nur aus den Fettsiiuren 
mit gerader Anzahl von C-Atomen Aceton bildet, seine Versuche 
bis auf die 10 gliedrige Caprinsiure ausgedehnt. Aber schon 
von Anfang an trat hier ein Abbau zur Acetessigsiure in recht 
geringem Umiang ein. Mit der Linge der Kette nimmt die 
Acetonbildung ab, so daB schlieBlich von 2g Decansiure nur 
98mg Aceton im Liter Blut erhalten werden konnten. Die 
Blindversuche ohne Siurezusatz ergaben im Mittel aus 9 Ver- 
suchen 18mg Aceton. Rechnet man auf die gesamte Aceton- 
bildung um, so sind nach Magnus Levy?) erst Werte iiber 
60mg Aceton fiir den Ubergang einer gepriiften Substanz in 
Acetessigsiure iiberzeugend. Dakin®*) hat die Versuche Kmb- 
dens erweitert, indem er zeigte, daB auch die Capronsiure 
und seine méglichen Zwischenstoffe mit C,-Gliedern Aceton 
licfern. Nun diirfen alle Versuche mit ,,iiberlebenden“ Organen 
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*) Ausgefiihrt mit Mitteln der Notgemeinschaft der Deutschen 
Wissenschaft. 
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nicht quantitativ gewertet werden, man mu8 schon iiber ein posi- 
tives Ergebnis froh sein, wenn es qualitativ sicher gestellt ist. 
Bei der 10 gliedrigen Kette befinden wir uns aber an der Grenze, 
wo dies der Fall ist. Magnus Levy halt itiberhaupt die 
Resultate der Leberdurchstrémung nur bei Ubereinstimmung 
mit positiven Wiitterungsergebnissen beweisend, da die iiber- 
lebende Leber Acetessigsiiure synthetisieren kann. 

Lingere Fettsiuren mit mehr als 7 C-Atomen sind im 
kiinstlichen Diabetes der Tiere oder bei Diabetes mellitus der 
Menschen auch nur wenig verfiittert worden. In neuester Zeit 
konnten R. West und E. M. Benedikt‘) mit 9 - Oxy-stearin- 
siiure-iithylester die Acetonausscheidung, aber nicht die Aci- 
dose vermindern. Eine ausgesprochene antiketogene Wirkung 
wurde nicht erzielt. Dagegen ist in Amerika neuerdings das 
Intarvin, ein synthetisches Fett aus Glycerin und Margarin- 
siure als antiketogener Fettersatz fiir Diabetiker bekannt ge- 
worden.*) An Stelle der Ketonkérper erscheinen nach Harry 
Lundin®) Milchsiure und Brenztraubensiure im Harn. Ks 
fehlt allerdings auch nicht an Stimmen, die dem Intarvin fiir 
die Diabetesbehandlung eine Bedeutung absprechen.*) Die 
Vermutungen von Lifschitz’), seine dlige Siure aus dem 
sauren Anteil des Wollfettes sei mit der Undecan-methylen- 
dicarbonsiure von Komppa’) identisch und ein oxydatives 
Abbauprodukt der Olsiiure neben Valeriansiure, entbehren 
jeder exakten Beweise. 

Bei den Embdenschen Versuchsreihen ist als Indicator 
fiir den Abbau das Aceton bestimmt worden, also eine Sub- 
stanz, die in der isolierten Leber auch aus anderem Material 
wie Acetaldehyd, Essigsiiure usw. gebildet werden kann. Das 
beeintrichtigt die SchluBfolgerungen aus diesen Versuchen sehr. 
Kin solcher Einwand kann nicht gemacht werden gegen die 
Versuche von Knoop und Dakin.) Knoop verfiitterte 
Phenylvaleriansiure und isolierte Benzoe- bzw. Hippursiure. 
Zwischenprodukte waren nicht aufzufinden. Dakin wieder- 
holte den Versuch und fand in ganz kleinen Mengen Phenyl- 
8-oxy-propionsiure und auch Zimtsiure. Er bewies damit, 
daB die 4 C-Atome in 2 Stufen durch zweimalige #-Oxydation 
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abgesprengt worden sind. Dakin verfiitterte eine zweifach un- 
gesattigte und die drei méglichen einfach ungesiittigten Phenyl- 
pentensiuren. Alle gehen in Hippursiiure iiber. 

Heute fangt man aus zweierlei Griinden an, auch andere 
Abbauméglichkeiten wieder zu diskutieren. Erstens wird die 
Bernsteinséure immer hiiutfiger und offenbar weit verbreitet im 
Stoffwechsel der Pflanze und auch des Tieres angetrofien. 
H. Wieland und G. Reverey?!!) haben kiirzlich in Leichen- 
gallenmischungen vom Menschen die Siiure in einer Menge 
von etwa 1g im Liter aufgefunden. Die Menge erscheint zu 
croB, als daB sie als ein Fiulnisprodukt der Galle aufgefabt 
werden darf. Sie kénnte durch 0-Oxydation aus den Fett- 
siuren entstanden sein (Miiller’’). Gegen eine derartige Oxy- 
dation sprechen aber die schon oben erwihnten Versuche von 
Dakin. Wieland?!) und Knoop!) machen zudem darauf 
aufmerksam, dab die Bernsteinsiure auch aus der Hssigsiiure 
durch dimolekulare Debydrierung entstehen kann und so die 
Briicke vom Fett- zum Zuckerstoffwechsel schligt. 

Eine wertvolle Stiitze fiir die biologische Oxydation am 
b-stindigen C-Atom sieht man auch in dem analogen Befund 
Dakins+*) bei der Oxydation der Ammonsalze von Fettsiuren 
in vitro mit Wasserstoffsuperoxyd. Unter anderem gelang es 
Dakin damit, durch (-Oxydation natiirliche Fettsiiuren mit 
geraden C-Atomen zu natiirlich vorkommenden Ketonen ab- 
zubauen. Clutterbuck und Raper?) haben Dakins Schlub- 
folgerungen etwas abgeschwiicht. Sie fanden niimlich bei nicht 
ganz gleichen Versuchsbedingungen, daB die hohen Fettsiuren 
Cigs Cz, Cy, eime B-, y- und d-, sogar eine w-Oxydation er- 
leiden. Daneben entstand auch eine kleine Menge Bernstein- 
siure. Hartley!") gelang es, aus der Buttersiure durch Be- 
handeln mit Wasserstoffsuperoxyd 50°/, der Theorie an Bern- 
Steinsiure zu erhalten. Sehr wichtig ist, da{ Knoop und 
Gehrke'’) aus Kssigsiiure, einem hypothetischen Hndprodukt 
der #-Oxydation, mit Wasserstoflperoxyd und Ferrosulfat Bern- 
steinsiiure in geringen Mengen synthetisieren konnten. Eine 
¢-Oxydation konnte Dakin?!*) im Tierversuch mit der Tri- 
phenylpropionsiure nicht beobachten. 

Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, CLIX. 19 
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Bei dieser Sachlage erschien es wichtig, an weiteren Bei- 
spielen nicht nur zu zeigen, daB die Fettsiuren paarig ab- 
gebaut werden, sondern womdglich Hinweise auf den naheren 
Mechanismus der stattfindenden Reaktionen aufzufinden. Vor 
diesem Gedanken, aus wurde die Synthese der 7-Benzolsulfo- 
methyl-amino-heptansiure unternommen. Wegen der Kostbar- 
keit des Materials mute leider vorerst von Variationen in 
der Zufuhr Abstand genommen werden. 

Die injizierte Saiure geht, wie erwartet, in die entsprechende 
Propionsaure iiber. 

Versuchsteil. 
7-Benzolsulfo-methyl-amino-heptansaure. 


Die 7-Benzol-sulfo-amino-heptansiiure war nachJ.v. Braun’ 
dargestellt worden. Man erhitzte Benzoylpiperidin mit Phos- 
phorpentachlorid und fiihrte das erhaltene Benzoyl-chloramy|- 
amin in alkoholischer Lisung mit Jodnatrium in das Joc- 
amylamin tiber. Durch Umsetzung mit Natrium-malonsiiure- 
‘ithylester und nachfolgender Spaitung im Bombenrohr mi: 
konz. Salzsiure erhilt man die freie Aminosiiure, die wir durc!: 
Benzolsulfonierung isolierten. Es ist wichtig, jedes einzelne 
Produkt, vor allem das ,,Chloramylamin“ méglichst rein weiter 
zu verarbeiten, da man sonst nur braune schwer krystalli- 
sierende Schmieren bekommt. Die Ausbeuten an Sulfoproduk: 
waren auf Piperidin berechnet, etwa 1—2 Proc. Die Siure 
zeigt einen Schmelzpunkt von 78° J.v. Braun gibt SO° an. 
Sie ist in Ather und den sonstigen organischen Lisungsmitteln 
gut léslich, schwer in Petrolaither. In Wasser heif § etwa 
1: 100, bei Zimmertemperatur etwa 1:390. Zur Analyse wurce 
im Hochvakuum iiber P,O, zur Konstanz getrocknet. 

5,325 mg gaben 0,24 eem N (18°, 752 mm). 


O,3H,,O.NS (285,23) Ber. N 4,94°/,  Gef. N 5,12), 


Die Methylierung mit Dimethylsulfat vollzog sich in 
der iiblichen Weise. Von 2,8g Sulfamidsiure ('/,,, Mol.), mit 
2,52 ¢ Dimethylsulfat (?/,,, Mol.) und 15 cem 2 n-Natronlauge 
umgesetzt, werden durch Fiillen mit Salzsiiure und nachtriig- 
lichem Ausithern 2,7¢ = 92°, als Ol erhalten. Auch nocii- 
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maliges Methylieren und Umfiallen, Kiihlen mit fliissiger Luft, 
fiihrte zu keiner Krystallisation. Das klare, dickflissige Ol 
wurde daher im Hochvakuum bei Zimmertemperatur getrocknet, 
analysiert. 

4,950 mg Substanz gaben 10,140 mg CO,, 3,24 mg H,O. 


4,565 mg . zs 9,390 mg CO,, 2,98 mg H,O. 
4,170 mg - 0,170 cem N (18°, 769 mm). 
15,635 mg __,, ” 13,34 mg BaSQ,. 
C,,H.,0O,NS (299,24) 
Ber. C 56,149), H 7,07%, N 4,68°/, S 10,72 
Gef. ,, 55,86, 56,10 9 7,82, 730 4, 4,85 » 11,73 


Die Léslichkeitsverhaltnisse sind wie die der ent- 
sprechenden C, und C,-Sauren. Aus der Atherlésung kann 
man mit viel Petrolither die Siiure als Ol fiillen. 

Titration: 287,8 mg verbrauchten, mit Phenolphthalein in der 
Kilte titriert, 9,9 cem n/10-NaOH. 

Aquivalentgewicht fiir C,,H,,0,NS: Ber. 299,24 Gef. 290. 


Tierversuch. 

Kin kleiner Hund (4 Kilo) wird 6 Tage lang ausreichend 
mit Reis, Palmin und Zucker gefiittert. Huierauf erhalt er 
morgens und abends 0,5¢ der Siure als Natriumsalz unter 
die Haut gespritzt. Die Lésung war gegen Lackmus eben 
alkalisch, Da sich zweimal Abszesse bildeten, wurden spiter 
immer nur sterile Lésungen verwendet. In 6 Tagen wurden 
3,6 g gespritzt. 

Der gesamte Harn mit den Spiilwissern wird gemeinsam 
mit dem der 4tagigen Nachperiode ammoniakalisch filtriert 
und eben lackmussauer im Vakuum eingeengt. Der Riickstand 
(140 cem) wird mit Salzsiiture kongosauer gemacht und dreimal 
mit je 8300 ccm Ather ausgeschiittelt. Nach Waschen, Trocknen 
und Kindampfen des Athers bleiben 2,85 g braune Rohsiiure. 
Nach Extraktion im Soxhlet und nachfolgender Behandlung des 
braunen Riickstandes mit Kisessig konnten noch 1,65g Roh- 
sdure, insgesamt also 4,50 ¢ (Schmelzp. 90° unscharf) gewonnen 
werden. Die Atherextraktion war so lange fortgesetzt worden, 
bis Nadeln von Kynurensiiure (30 mg) aus dem Ather kamen. 

19* 
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(Identifiziert als Ba-Salz.) Aus der Rohsaure werden nach zwei- 
maligem Umkrystallisieren mit Tierkohle aus Wasser und ein. 
mal aus verdiinnter Essigsiiure 1,97 g reine Benzolsulfo-methy!- 
amino-propionsiure erhalten. Schmelzp. 100°, Mischschmelz- 
punkt 99—100°, schwaches Sintern beginnt bei 97° Nach 
der ersten Krystallisation hatten 4g den Schmelzpunkt voy 
94°C. Zur Analyse wurde tiber P,O, im Vakuum zur Kon- 
stanz getrocknet. 


4,750 mg Substanz gaben 8,62 mg CQ,, 2,350 mg H,0. 


4,570 mg ‘s »  8,270mg CO,, 2,270 mg H,O. 

4,750 mg - , 0,245 cem N (22°, 755 mm). 

4,440 mg . 5» 0,229 cem N (22°, 755 mm). 
Ci9H130, NS (248,18 MS.) 
Ber. © 49,35°/, H 5,36%, N 5,78), 
Gef. ,, 49,49, 49,35  5,d4, 5,56 ,, 5,93, 5,94 


Als Ausbeute berechnet sich fiir 5,6 g¢ Heptansiure 4,35 ¢ 
Propionsiiure. Roh gefunden wurden 88°/,, analysenrein 43,5”. 
Der Abbau ist demnach praktisch quantitativ zur Propion- 
siiure erfolgt. Zwischenstufen konnten aus den Laugen nicht 
gefaBt werden. 
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Beitrage zur Kenntnis des Fettstoffwechsels. 
V. 
Verhalten von 10-Benzolsulfo-methyl-amino-undecansaure im 
Tierkorper. 


Von 


Bonifaz Flaschentriiger und F. Halle. 





(Aus dem Physiologisch-Chemischen Institut der Universitit Leipzig. )*) 


(Der Redaktion zugegangen am 11. August 1926.) 


Die in der Uberschrift genannte Siiure setzt die Reihe 
fort und schlieBt sich insbesondere an den Abbau der C,- unc 
C,-Siiuren an. q-stiindige Aminosiuren finden sich im che- 
mischen Schrifttum nur ganz wenige, da sie nur auf synthe- 
tischem Wege unter Verwendung von recht wertvollem Aus- 
gangsmaterial zugiinglich sind. Bisher sind nur die C,-1), ©,-*) 
C,)- und C,,-*) w-Aminosiiuren beschrieben. Mit Ausnahme von 
C,, wurden sie iiber die dreifach ungesiittigten Siuren, Keto- 
siiuren und Beckmannscher Umlagerung der Oxime mit ge- 
ringen Ausbeuten hergestellt. Die C,,-Saure gewannen Blaise 
und Houllion*) iitber das Halbamid der Sebacinsiure durch 
Reduktion. Eine genauere Beschreibung ihrer Arbeitsweise 
fehlt. Hoéhere endstindige Aminosiuren sind iiberhaupt nicht 
beschrieben. Fiir uns konnte nur ein Verfahren vorteilhait 
sein, was uns die gewiinschte Siure rasch in gréBerer Menge 
liefert. Weitere Versuche in dieser Richtung sind im Gang. 

Bei dem Versuche, die w-Aminoundecansiiure darzustellen. 
gelang es trotz vieler Miihe nicht, die von Walker und 


Lumsden beschriebene 11-Bromundecansiure* zu erhalten, 


*) Ausgefiihrt mit Mitteln der Notgemeinschaft der deutschen 
Wissenschaft. 
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sondern nur die in C,, substituierte Siiure, obwohl die Autoren 
augeben, daB in Toluollésung vorwiegend die Elfer, in athe- 
rischer die Zehner Siure entsteht, Da die vergeblich gesuchte 
Siiure bei 51° schmelzen soll. wir aber immer nur die bei 35° 
schmelzende Zehner-Siiure bekamen, nehmen wir an, daB sie 
unter den gepriiften Bedingungen nicht entstanden ist, zuma! 
auch Brunner®) nur die bei 35° schmelzende Siure beschreibt. 

Fiir die biologischen Versuche war es aber gleichgiiltig, 
ob das ©,,- oder das C,,-Atom mit Stickstoff belastet wurde. 
Ks muBbte sogar der Tierversuch die Konstitutionsermittlung 
bringen kénnen. Dem Organismus ist hier die Méglichkeit 
gegeben, 6 oder 9 C-Atome auf einmal, d.h. mindestens die 
Kohlenstoffkette emes Zuckers aus der Fettsiure abzusprengen. 
Ferner: Wird in 0-Stellung oder wird nur 8- oxydiert? Im ersten 
Falle konnte nach der Bernsteinsiiure gesucht werden. Da 
sie aber leicht verbrennlich ist, wiire nur ein positiver Befund 
fiir die 0-Oxydation beweisend. 


Darstellung der 10-Aminoundecansaure. 

bei einem ersten Versuch diente als Ausgangsmaterial 
Undecylensiure der Firma Schimmel & Co., deren Kon- 
stanten folgende waren: Schmelzp. 15,5° (statt 245°. Siure- 
zahl: 296,5 = 97,3°/, Undecylensaure. Jodzahl: 120,8 = 88°/.. 
Siedep. 142—144° bei 2 mm. 

Die Saure lieB sich ohne Zersetzung glatt im Hochvakuum 
bis auf 10°/, Riickstand abdestillieren und ist bei Zimmer- 
temperatur ein schwach gelbes Ol, durchsetzt von Krystallen. 
Saurezahl: 290 = 95,5°/, Undecylensiiure. Aquivalentgew. 193, 
ber. 184. 

Bei spiteren Versuchen diente als Ausgangsmaterial farb- 
lose krystallisierte Undecylensiiure von Merck vom Schmelz- 
punkt etwa 25°. 


Hydrobromierung der Undecylensaure. 
Durch Hydrobromierung der Undecylensiiure kénnen zwei iso- 
mere Bromundecansiiuren erhalten werden: die 10-Bromundecan- 
siure und die 11-Bromundecansiiure. Es war beabsichtigt, die 
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letztere darzusteilen, die von Walker und Lumsden genau 
beschrieben wird und den Schmelzpunkt von 51° hat, wahrend 
die schon von Brunner und Nordlinger’) dargestellte 10-Brom- 
undecansiiure bei 35° schmilzt. 

Walker und Lumsden erhielten die 11-Bromundecan- 
siure durch Addition trocknen bromfreien Bromwasserstofis 
aus 25 g Undecylensiure in 20 g Toluol von 0°. 

Trotzdem nun genau nach der von Walker und Lumsden 
angegebenen Vorschrift gearbeitet wurde, konnte die Siiure vom 
Schmelzp. 51° nie erhalten werden. Die Bromundecansiure 
schmelz auch nach mehrfacher Umkrystallisation stets bei 35°. 

Dann wurde die Versuchsanordnung bei der Hydro- 
bromierung vieltach modifiziert. Der Bromwasserstoff wurde 
durch Bromieren von ‘loluol, dann durch Bromieren von sie- 
dendem Tetralin entwickelt. Der Bromwasserstoff wurde bei 
Zimmertemperatur und bei —15° eingeleitet, es wurde die 
Menge des Lésungsmitiel variiert. Ferner wurde die Undecylen- 
siiure ohne Lisungsmittel und in Lésung von Ather, Kisessig, 
Petrolither und Aceton hydrobromiert. SchlieBlich wurden 
Zinkbromid und Ferrobromid zugesetzt. 

Aber in allen diesen Fallen konnte keine 11-Bromundecan- 
siiure erhalten werden. Der Schmelzpunkt der Bromundecan- 
saure stellte sich durch Umkrystallisieren und Abpressen auf 
Ton iminer auf 35° ein. 

Daher wurde nur die 10-Bromundecansiure im groBen 
dargestellt. Ein Zusatz von Ferrobromid hatte sich sehr 
vorteilhaft erwiesen. Die Bromundecansaéure wurde dadurch 
schon nach einer Umkrystallisation fast wei und schmelz- 
punktsrein erhalten, da das Ferrobromid Spuren von Brom 
sofort bindet und so die Bildung von Dibromundecansiiure 
verhindert. 

Zu 92 ¢ Undecylensiure (= '/, Mol.) und 5 g¢ Ferrobromid 
in 92 ¢ Toluol wurden unter Kiskihlung ein gleichmaBiger 
Strom von Bromwasserstoff (aus Tetralin und Brom) 2 Stunden 
lang eingeleitet. Die Gewichtszunahme betrug 80 g = 1 Mol. 
HBr. 

Das vollkommen fliissige, klare Reaktionsprodukt wurde 
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mit Ather aufgenommen und der Bromwasserstoff durch Schiit- 
teln mit Wasser vollkommen entfernt. Dann wurde der Ather 
auf dem Wasserbad, das Toluol im Vakuum abdestilliert. 

Ausbeute: 122 ¢ Rohprodukt = 92°/, der Theorie. 

Die rohe Bromundecansiiure von graubrauner Farbe wurde 
durch mehrfaches fraktioniertes Umkrystallisieren aus Petrol- 
ither gereinigt. Ausbeute: 38,5 g = 29°), der Theorie, reine 
weibe Bromundecansiure, Schmelzp. 35°. Als Mutterlauge 
hinterblieb nach Abdestillieren des Petrolithers ein braunes Ol. 

Zwei verschiedene Fraktionen von Bromundecansiiure 
wurden der Mikroelementaranaiyse unterworfen und zeigten 
folgende Resuitate: 


4,550 mg Substanz gaben 8,350 mg CO,, 3,220 mg H,O. 
4,734 mg . » 8,680 mg CQ,, 3,440 mg H,O. 
C,,H,,0,Br (265) Ber. 49,85°/, C 7,92°/, H 


Gef. 50,05 49,99 7,92 8,13 


Aminierung der Bromundecansaure. 


Der Austausch eines Halogenatoms gegen eine Amino- 
cruppe erfolgt um so schwerer, je weiter der Substituent von 
cer Carboxylgruppe entfernt steht. 

Es wurde versucht, die Bromundecansiure mit alko- 
holischem Ammoniak in glaisernen EinschluBréhren bei 15° 
und 120—130° zu aminieren. Es gelang jedoch hierbei nur 
hichstens 4°/, der Siure zu aminieren. 

Daher schien es empfehlenswert, die Ammoniakkonzentration 
zu erhéhen. Deshalb wurde bei allen weiteren Aminierungen 
direkt fliissiges Ammoniak aus einer Stahlbombe verwandt. 
Portionen von 15—30 g Bromundecansiure wurden in einem 
kleinen Glasstutzen mit 50—100 ccm fliissigem Ammoniak iiber- 
gossen, in einen eisernen Autoklaven, ihnlich der Berthelot- 
schen Calorimeterbombe, eingeschlossen und im Wasserbad auf 
50, 60, 70° und manchmal 80° erhitzt (innendruck dabei etwa 
20, 25, 32 und 40 Atmosphiiren). Nach etwa 8 stiindigem Er- 
hitzen wurde die Bombe iiber Nacht erkalten gelassen, am 
niichsten Morgen das Ventil am Deckel geéffnet, bis der Uber- 
druck ausgeglichen war, dann der Deckel abgeschraubt. Das 
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GlasgefiB wurde in kaltes Wasser gestellt, um den gréBten 
Teil des Ammoniaks zu verjagen, dann im evakuierten Schwefel- 
siiureexsiccator getrocknet. Die trockne ,,Ammoniumseite* 
wurde in einen Schiitteltrichter gebracht, mit verdiinnter Salz- 
siiure bis zur kongosauren Reaktion versetzt, und die triibe 
Lésung zur Entfernung nicht umgesetzter Bromundecansiiure 
4—5 mal ausgeithert. Die Atherausziige wurden mit Natrium- 
sulfat getrocknet und der Ather abdestilliert. 

Die klare wiBrige Schicht wurde langsam mit verdiinnter 
Natronlauge neutralisiert. Die ausgetallene Aminoundecansiiure 
wurde abgesaugt und getrocknet. Durch Einengen des Filtrates 
wurden weitere Mengen gewonnen. 

Die rohen Aminosiiuren zeigten je nach dem Reinheits- 
grad ein weiBes bis braunes Aussehen und einen Schmelzpunkt 
von 160—170°%. 

Die dlige, nicht krystallisierte Bromundecansiiure aus den 
Mutterlaugen der Umkrystallisation lieferte nach der Aminie- 
rung nur ein braunes, nicht krystallisierendes zithes Ol (Schmieren’. 

Die rohe Aminosiiure wurde durch Umkrystallisation aus 
80°/,igem Alkohol gereinigt. Der Schmelzpunkt stellte sich 
durch wiederholte Krystallisation bei dem reinsten Priiparat 
auf 187° ein. Es wurde jedoch nur eine Probe zur Analyse 
soweit gereinigt. Im iibrigen begniigten wir uns fiir die Weiter- 
verarbeitung und die Berechnung der Ausbeuten mit einer 
Schmelzpunktsreinheit von 176—177°, insofern das Priiparat 
vollkommen weif war (um Verluste durch weitere Krystallisation 
zu vermeiden). 

An nicht umgesetzter Bromundecansiiure wurden zuriick- 
erhalten: 

Beim Einsatz krystallisierter: 13,3°/, 20%, 27° 

1 re dliger 38,9 45,6 


Ausbeute beim Einsatz krystallisierter Bromundecansiiure 


v 


rohe Aminosiiure 51,4°/, der Theorie, 
® ) D O/ 
reine o 18,8 “/9 59 9 


Die Analyse der im Vakuumexsiccator iiber Schwefelsiiure 
zur Konstanz getrockneten Aminoundecansiiure vom Schmelz- 
punkt 187° gab folgende Resultate: 
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4,124 mg Substanz gaben 9,940 mg CO,, 4,170 mg H,0. 


4,420 mg ” ,, 10,62 mg CQ,, 4,54 mg H,O0. 
4,120 mg - » 0,248 eem N, (759 mm, 18°). 
3,710 mg -. » 0,221 cem N, (749 mm, 18°). 
C,,H.;0,N (201,19) 
Ber. 65,61°/, C 11,52°/, H 6,96°/, N 
Gef. 65,72 65,53 11,29 11,49 7,02 6,89 


Die Aminoundecansiiure ist schwer léslich in Wasser und 
schlecht daraus umkrystallisierbar. Sie ist unldslich in Ather, 
Petrolither, Benzol, Chloroform, Aceton, Essigester; léslich in 
Alkohol und gut daraus umkrystallisierbar, schwerer léslich in 
Propanol, aber sehr gut daraus umzukrystallisieren. Sie kry- 
stallisiert in optisch negativen Sphiirolithen. die aus ganz feinen 
Nadelbiischeln bestehen. 

Die Aminoundecansiure liefert leicht ein schén in gold- 
gelben Blattchen krystallisierendes Chloroplatinat, das aus ver- 
diinnter Salzsiure umkrystallisiert und bei 100° getrocknet 
folgende Analysenresultate gab. 


5,820 mg Substanz gaben 6,940 mg CQ,, 3,160 mg HO, 1,405 mg Pt. 


6,250 mg ” »  1,450mg CQ,, 3,400 mg H,0, 1,508 mg Pt 
C,.H,,0,N,C],Pt (812) 
Ber. 32,50°', C 5,959, H 24,039), Pt 
Gef. 32,538 32,51 6,08 6,08 24.09 24,06 


Kbenso liefert sie ein gelbes Aurat, das léslicher und un- 
bestiindiger als das Platinat ist und sich schon beim Trocknen 
im Vakuumexsiccator leicht zersetzt. 

Mit Krautschem Reagens (KBiJ,) wurde ein ieiner roter 
krystalliner Niederschlag erhalten, ein Verhalten, das auch 
andere m-Aminosiuren zeigen. 

Benzolsulfonierung. Kim Mol. Aminoundecansiure 
wurde in 6—13 Portionen abwechselnd mit Benzolsulfochlorid 
(3 Mol.) und verdiinnter Natronlauge versetzt und geschiittelt, in 
der Weise, daB die Seifenlisung durch die Zersetzung des 
Benzolsulfochlorids gerade immer wieder sauer wurde; so dann 
wurde Alkali zugesetzt. SchlieBlich wurde die alkalische 
Lésung filtriert und die Benzolsulfoaminosiure allmiihlich mit 
verdiinnter Salzsiiure gefillt, bis die Reaktion kongosauer war. 
Ausbeute an roher Benzolsulfoaminosiiure 88,5—100°/, der 
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Theorie, wenn weiBe gereinigte Aminosiiure eingesetzt wurde. Beim 
Hinsatz roher brauner Aminosiiure oder von Aminosiiuremutter- 
laugen wurden nur schmierige, braune unkrystallisierte Pro- 
dukte erhalten, die selten zur Reinheit gebracht werden konnten. 

Die rohe Benzolsulfoaminosiure wurde aus 75—80°/, igei 
Alkohol umkrystallisiert, bis sich der Schmelzpunkt auf 125” 
einmstellte. Ausbeute an gereinigter Benzolsulfoaminosiure 82 
und 83°). 

Sie lieB sich auch aus Wasser, allerdings schlecht und 
mit geringen Ausbeuten umkrystallisieren und schmolz dann 
bei 126—127°. 


4,950 mg Substanz gaben 10,800 mg CO,, 3,520 mg H,O. 


5,100 mg ” cS 0.185 eem N (751 mm, 21°). 
C,,H,,0,NS (341,38) Ber. 59,779, C 7,989, H = 4,10/, N 
Gef. 59,5 7,96 4,17 


Loslichkeit: Schwer léslich in Wasser, leicht léslich in 
Methanol, schwerer in Athanol, Propanol, léslich in Eisessig, 
Aceton und Chloroform. Sehr schwer léslich in Ather, Benzol. 
Aus 80°/,igen Athanol liBt sich die Siure gut umkrystalli- 
sleren. 

Die Saure krystallisierte in optisch negativen, in der Liings- 
richtung ausléschenden langen Nadeln oder derberen Prismen. 

Zur Weiterverarbeitung begniigten wir uns mit einer 
Schmelzpunktsreinheit von 120—125°. 

Methylierung, 4,5 ¢ gereinigter Benzolsulfoaminosiure 
wurde mit 3g Dimethylsulfat (Wberschu8) und 80 cem 2 n-Natron- 
lauge alimihlich portionsweise versetzt und geschiittelt, schliet- 
lich noch 20 Minuten auf dem Wasserbad erwiirmt. Aus der 
alkalischen Lésung wurde mit verdiinnter Salzsiiure die Benzol- 
sulfo-methyl-aminoundecansiiure als weiBe Schmiere ausgefillt. 
Durch 5maliges Ausschiitteln mit Ather wurde sie aus der 
kongosauren Lisung extrahiert, der Ather mit Wasser ge- 
waschen, getrocknet und abdestilliert. 

Der Riickstand krystallisierte allmihlich wahrend 8 tagigem 
Stehen im Vakuumexsiccator bei Zimmertemperatur. 

Ausbeute 4 g = 85,5°/, der Theorie an Benzolsulfomethyl- 
aminosiiure, Schmelzpunkt etwa 50° (nicht klar). Der inkonstante 
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Schmelzpunkt und der Tierversuch lassen trotz guter Analysen 
auf geringe Beimengungen nichtmethylierter Siiure schlieSen. 
4,407 mg Substanz gaben 9,870 mg CO,, 3,320 mg H,0. 


4,790 mg " » 10,720 mg CO,, 3,600 mg H,O. 

4,830 mg - Js 0,168 eem N (758 mm, 17°). 

4,490 mg - ” 0,161 eem N (758 mm, 17°). 
C,3H.0,NS (355,3) 

Ber. 60,79°/, C 8,23°/, H 3,949), N 

Gef. 61,06 61,03 8.43 841 4.08 4,29 


Die Benzolsulfo-methyl-aminosiure iihnelt schon fuBerlich 
einer Fettsiiure. Sie ist leicht léslich in Ather und den anderen 
organischen Liésungsmitteln, schwerer lislich in Petroliither. 
Krystallform: Sie krystallisiert ihnlich der Harnsiure in 
optisch negativen in der Liingsrichtung ausléschenden Rhomben, 
deren Kanten je nach der Art der Krystallisation mehr oder weniger 
abgerundet sind. 

Tierversuch. 

Auf die friither geiibte Art erhielt ein groBer Jagdhund 
20 kg) bei ausschlieBlicher Reisfiitterung einmal 4, dann 6 g 
Benzolsulfo-methyl-aminoundecansiiure unter die Haut gespritzt. 
Durch N- und 8-Bestimmungen im Harn sollte die quantitative 
Ausscheidung der abgebauten Siiure verfolgt werden. Das Tier 
fraB den Reis am besten in Form diinner Suppen, so dab die 
durchschnittliche Tagesharnmenge 3—4 Liter betrug. Die N- 
und S-Werte weichen wesentlich von den normalen Werten 
ab. Wihrend bei Reisnahrung ein kleiner Hund bei 290 ccm 
Tagesharn 1—2 g N tiiglich ausschied, war hier die Tages- 
menge in der Vorperiode 2,9 N und 0,349 g Gesamt-S. Im 
Versuchsharn erhdhten sich die Werte auf 6.2 ¢ N und 3,7 ¢ 8. 
Die N-Werte blieben 4 Tage nach der letzten Injektion, die 
durchweg gut vertragen wurden, auf gleicher Héhe, es wurden 
7, 9, 6 und 5¢ N ausgeschieden. Die S-Werte fielen etwas 
ab, 0,520—0,339 ¢ 8S. Zweifellos hat die Substanz etwas toxisch 
gewirkt, wenn auch dafiir keine klinischen Symptome angetihrt 
werden kénnen. Eine quantitative Berechnung der ausge- 
schiedenen Siiure, wie bei den friiheren Versuchen aus dem 
Zuwachs an N und S im Harn, ist jedoch aus diesem Grunde 
nicht mdglich. 
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Zur Autarbeitung wurde der Harn im Vakuum bei 50° 
auf etwa 1 Liter eingeengt und dann kongosauer mit Ather im 
Soxhlet erschépfend extrahiert. Der Atherriickstand war jedes- 
mal ein brauner Sirup (3,25 ¢ und 4,75 g) Berechnet als 
Benzolsulfo-methyl-aminovaleriansiure 3,0 und 4,6¢. Aus Wasser, 
Ather, Essigester waren mit Ausnahme von wenig Kynuren- 
siuren keine Krystalle zu erhalten. 

0,2743 ¢ Sirup von Versuch I brauchten in Alkohol mit 
Thymolblau als Indicator kalt titriert 12,60 com 1/10-NaOH, 
woraus sich ein mittleres Molekulargewicht von 218 berechnet. 
3,8 g¢ von Versuch II in Alkohol ebenso titriert, brauchten 
20,3 cem 1/10-NaOQH. Das mittlere Molekulargewicht berechnet 
sich daraus zu 187,1. Unveriinderte Undecansiiure verlang? 
355,3 Benzolsulfo-methyl-aminovaleriansiure 271. Es war also 
von vornherein schon unwahrscheinlich, dab lingere Ketten- 
clieder erhalten geblieben sind. Die Aufarbeitung zu krystal- 
lisierten Produkten gestaltete sich jedoch so schwierig, dai 
eine priparativ quantitative Isolierung von Benzolsulfo-methy]- 
aminovaleriansiure vorerst nicht gelang. Dagegen konnte aus 
dem Sirup iiber das Ba-Salz, unter Verwendung von reichi- 
lichen Mengen von Tierkohle und wiederholtes fraktioniertes 
Krystallisieren aus Benzol mit Sicherheit Benzolsulfo-amino- 
valeriansiiure isoliert werden. Die Schmelzpunkte und Analysen- 
werte der Krystaile aus Versuch | lagen immer in der Mitte 
zwischen der Benzolsulfo-aminovaleriansiure und ihrem Methy]- 
derivat. Gef. C 52,2 statt 53,09 bzw. 51,33. Daher wurden 
zuerst die Lislichkeiten in Benzol bei Zimmertemperatur be- 
stimmt. Es léste sich i eil Benzolsulfo-methyl-aminovalerian- 
siiure in 110 Teilen Benzol, 1 Teil Benzolsulfo-amino-valerian- 
siure in 1030 Teilen. 

Im Modellversuch gelang es die Eigenschaften des obigen 


Gemisches genau zu reproduzieren. Kine Mischung von 105,9 mg 
Methylsiiure und 92,3 mg Benzolsulto-amino-valeriansiure wurden 
wiederholt mit je 10 cem Benzol ausgekocht und nach dem 
Erkalten filtriert. Riickstand 128,5 mg = 65°/,, Schmelzpunkt 
103/104° 2. Ritckstand 85,0 mg = 42,8°/,, Schmelzp. 105 bis 
106° © 51,29°). Trotz der erheblichen Léslichkeitsunter- 
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schiede lassen sich also die Siuren nur langsam entmischen. 
Schmelzpunkt der reinen y-Benzolsulfo-aminovaleriansiure liegt 
bei 114/115° Immerhin gelang es im Fiitterungsversuch | 
aus 2,15 g Sirup auf diesem Wege nach 3 maligem Umkrystalli- 
sieren achlieBlich 136,1 mg fast reine y-Benzolsulfo-aminovalerian- 
siure in gut ausgebildeten Prismen zu erhalten. 

4,535 mg Substanz gaben 8,510 mg CO,, 2,440 mg H,O. 

C,,H,,0,NS (257,21) Ber. 51,38°/, C 5,99°/, H 
Gef. 51,17 6,02 

iter Schmeizpunkt lag jedoch erst bei i07/108° C. Misch- 
schmelzpunkt mit Benzolsulfo-aminovaleriansiure 111/112°. Mit 
~-Benzolsulfo-aminovaleriansaure 98/99°! 

Das Auftreten der Benzolsulfo-aminovaleriansiure ist um so 
hbemerkenswerter, als das zu verfiitternde Undecansiiurederivat 
dreimal methyliert worden war im Hinblick darauf, dab die 
Analysen keinen sicheren Anhalt mehr fiir den quantitativen 
Verlauf der Methylierung ergaben. Eine Entmethylierung im 
Tierkérper erscheint nach den friiheren Versuchen recht un- 
wabrscheinlich. Methyliert man nun den Sirup aus dem Harn 
nochmals, so erhailt man durch vorsichtige Krystallisation aus 
d0°/,igem wiBrigem Alkohol die y-Benzolsulfo-methyl-amino- 
ideas ansiure vom richtigen Schmelzp. 107°. Mischschmelz- 
punkt mit y-Benzolsulfo-methyl-aminovaleriansiure 107—108”. 
Krystalle sehr tihnlich der nichtmethylierten Saure. 


4,965 mg Substanz gaben 9,610 mg CO,, 2,780 mg H,O. 


4,230 mg ‘i 55 0,201 ecm N (752 mm, 19°). 
C,.H,,0,N NS (271,23) 
Ber. 53,09°/, C 6,32°/, H 517°), 
Gef. 52,78 6,15 5,37 


Aus der Titration des Sirups und der Isolierung der Benzol- 
sulfo-aminovaleriansiiure ergibt sich, daB das Undecansiiure- 
derivat bis zur C.-Stufe abgebaut wird und zugleich, das unsere 
vermutete Konstitution der ¢-Siiure richtig ist, da aus der 
f-Saiure die analoge Propionsiiure hatte entstanden sein 
miissen, die wir trotz eifrigen Suchens nicht finden konnten. 
Ks ist auSerdem unwahrscheinlich, daB héhere Zwischenglieder 
aut dem Wege des Abbaus liegen geblieben sind. So ist auch 
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dieser Versuch ein Beitrag zum Beweis der schrittweisen 
f-Oxydation. 


aI co oO 
° ° e 


Noch héhere Siuren sollen nichstens gepriift werden. 
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VI. 
Verhalten von Dicarbonsauren und Sebamidsaure im Tierkorper. 
Von 


Bonifaz Flasehentriiger. 


——— oe 


(Aus dem Physiologisch-Chemischen Institut der Universitat Leipzig.)*) 


(Der Redaktion zugegangen am 11. August 1926.) 


Peim Studium des Fettsiiureabbaues sind bisher nur wenig 
Zwischenprodukte gefaBt worden. Dakin?) stellte zur Ver- 
teidigung der Theorie von der #-Oxydation gegen Friedmann’) 
bei der Untersuchung des Schicksals der Phenylpropionsiure 
im Tierkérper ?-Oxypropionsiure und Acetophenon fest. Ba- 
telli und Stern*) beobachteten bei der 8-Oxydation der Bern- 
steinsiiure inaktive Apfelsiiure. Einbeck*) hat dann den Vor- 
gang in Dehydrierung zur Fumarsiiure und Hydratation zur 
Apielsiure aufgelést. 

Die Suche nach weiteren leicht zugiinglichen Modellen 
hoherer Fettsiiuren fiihrte uns zu den Dicarbonsiiuren. Es 
fallt auf, daB Baer und Blum®) bei der Injektion von gréBeren 
Dosen Glutarsiiure an phlorizindiabetischen Hunden Bernstein- 
siure im Harn gefunden hatten. Wenn auch die Menge nur 
ganz klein und nur (qualitativ) sichergestellt war, so lag doch 
die Vermutung nahe, da die Bernsteinsiiure ein Abbauprodukt 
der Glutarsiiure sein konnte, da sie im Hundeharn sonst nicht 


\ 


gefunden wird. Die Angaben von Meissner‘) (1866) iiber das 





*) Ausgefiihrt mit Mitteln der Notgemeinsehaft der Deutschen 
Wissenschaft. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, CLIX. 20 
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reichliche Vorkommen yon Bernsteinsiiure im Hundeharn sind 
von Salkowski’) (1871) und Lango’) (1877) nicht bestitigt 
worden. Dies wire auch mit unseren bisherigen Vorstellungen 
nicht recht verstindlich, da die Glutarsiure ja in die Malon- 
siure iibergehen miiBte. Die niederen normalen Dicarbon- 
siuren bis ©, werden im Tierkérper sehr leicht verbrannt, 
mit Ausnahme der Oxalsiiure, ebenso auch die entsprechenden 
Oxydicarbonsiuren mit Ausnahme der Weinsiure. Die Ab- 
lisung einer Carboxylgruppe aus Dicarbonsiuren ist mit 
Sicherheit beobachtet, aber nur bei den niederen k6rperver- 
trauten. Hans Miller’) erhielt aus Fumarsiure durcli 
Girung mit Hefe Milchsiure. Juda Hirsch Quastel?®) konnte 
aus Bernsteinsiure und Fumarsiiure nach Vergiiren mit Bac. 
pyocyapeus Brenztraubensiiure und Kssigsiiure isolieren. Neuer- 
dings glaubt Momose Goro!) yon 9 Versuchen mit Malon- 
siiure bei der Leberdurchblutung in zwei Fallen Aceton er- 
halten zu haben und formuliert den Abbau tiber Acetaldehyd- 
Aldol. Baer und Blum!?*) aber fanden am Phloridzinhund 
gerade fiir Malon-, Bernstein- und Brenzweinsiure keine Beein- 
flussung der Acetonkérper, Zucker- und N-Ausscheidung. Baer 
und Blum'*) und Friedmann") jedenfalls konnten bei ihren 
Leberdurchblutungsversuchen mit verzweigten Dicarbonsiuren 
gerade als Charakteristikum feststellen, daB die COOH-Gruppe 
sehr fest haftet gegeniiber der Methylgruppe. Es ist sehr aui- 
fallend, da& von den héheren mehrbasischen Saiuren!®) auBber 
der Glutarsiiure und der Citronensiure nur ganz wenige als 
normale Bestandteile von Pflanze und Tier bis jetzt isoliert 
wurden. H. Wieland und Alles?!) haben kiirzlich die Kork- 
siure als Suberylarginin im Bufotoxin, dem Guiftstoff der ein- 
heimischen Kréte (Bufo vulgaris), eingebaut gefunden. Im Japan- 
und Carnaubawachs sind nach Schaal}") hohe Dicarbonsiuren 
Cy), ©,, vorhanden. Die Dicarbonsiuren sind auBer der Oxal- 
siiure wenig oder gar nicht giftig. Mit zunehmender Methylen- 
zahl nimmt die Giftigkeit auch noch ab.!8) Die Glutarsiiure rutt 
allerdings, wie W. Rose?®) in seinen Untersuchungen iiber die 
Nierenwirkung von Dicarbonsiuren und ihrer Derivate jiingst 
festgestellt hat. eine tubulire Nephritis mit Verédung der Glome- 
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ruli hervor. Ihr Ca-Salz kommt als Ursache nicht in Frage, 
da es wasserléslicher als das der ungiftigen Form ist. Die 
héheren Séuren, Adipin-, Pimelin-, Kork-, Azelainsiure, schii- 
digen demgegeniiber die Niere nur sehr wenig. Rose glaubt 
nun, da die Siuren mit gerader wie die mit ungerader Kohlen- 
stoffzahl gleich ungiftig sind, daB sie nicht auf dem Wege der 
§-Oxydation abgebaut werden, da sonst die giftigere Glutar- 
siure als intermediares Produkt auftreten miiBte. Wenn diese 
Ansicht richtig ist, dann diirfte man im Stoffwechselversuch 
aus Korksiure keine Adipin- und aus Sebacinsiure keine Kork- 
siure finden. Zugleich interessierte uns die Frage, ob nicht 
die #-Oxydation an den zwei vollig gleichen Carboxylgruppen 
zu gleicher Zeit angreift und der Abbau bei den Dicarbon- 
siiuren sich an zwei Stellen vollzieht. Von Baer und Blum?) 
wurden zum Studium der Zuckerausscheidung und der Acidose 
phlorizindiabetischen Hunden groBe Tagesdosen (7—10 g) sub- 
cutan verabfolgt. Stickstoff-, Zucker-, Aceton- und Oxybutter- 
siiureausscheidung verminderte sich mit den Sauren C,—C, 
und C,—C-Atomen. Azelain- und Sebacinsiiure senkten nur 
die Acidose und waren sonst ohne Wirkung. Die Ursache lag 
nicht in einer verschiedenen graduellen Verbrennbarkeit. Die 
Aufarbeitung des Harns vom Injektionstag lieferte von der 
Adipinsiure 12°/,, Pimelinsiure 47°/,, Korksiiure 62 und 56°/,, 
Azelainsiiure 50°/, und Sebacinsiure 45 und 13,6°/, an un- 
verinderten Saiuren. Die schwere Verbrennbarkeit der Siuren 
ist jedoch mit diesen Injektionsversuchen nicht bewiesen, da 
ja der Organismus mit sehr groBen Mengen auf einmal iiber- 
schwemmt worden war. Es konnte aber, worauf Verfasser 
selbst hinweisen, auch in den folgenden Tagen noch weitere 
Siiuren unverindert ausgeschieden werden. 

10 Jahre spiiter hat Mori!) die Adipinsiure am Kanin- 
chen im Hinblick auf den Abbau der Muconsiure untersucht 
und sie zu 61,3 °/, im Harn wiedergefunden. Bemerkenswert ist 
die dabei auftretende (8—4 fache) Vermehrung der Oxalsiure. 
Im Herbst 1922 hat auf unsere Veranlassung Dr. Andersen 
am Krankenhaus St. Georg in Leipzig die Resorbierbarkeit der 
Adipinsiiure an Menschen und Hunden gepriift, da es von 

20* 
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gewerblichen Interesse war, ob die Adipinsiure die teuere 
Citronensiure ohne Schaden ersetzen kénne. 


Fiitterungsversuch mit Adipinséure von Dr, E. Andersen. 





an at 








Adipinsaure Oxalsiiure im Harn 
verfiittert ausgeschieden |] Vor- 

: : Versuch 

insgesamt| pro Tag} im Harn periode 
Hund (10 kg) 20 2 8,8 °/, 7,6 mg 11,3 mg 

10 10,4 ,, ss .. 14.6 , 

Andersen 25 5 55,0 ,, — 20 
Patientin 35 | § TS 9 25 5 SSC, 
Bact. coli veriindert Adipinsiiure nicht 














Nach diesen Ergebnissen greift der Hund die Adipinsiiure 
viel besser an als der Mensch. Im Kot des Hundes wurde 
keine Adipinsiiure gefunden. Nach unserem Versuch wurde 
42°/, der Adipinsiiure wiedergefunden. 

Nach Abschlu8 meiner Versuche teilt Gregg-Smith’) in 
einer kurzen Notiz mit, daB Pelargonsiiure an einen Hund ver- 
fiittert, voéllig verbrannt wird, wiihrend Azelainsiure zu 40°), 
wieder ausgeschieden wird. Er widerlegt damit die Ansicht 
von Leathes (1908), daB der biologische Fettsiureabbau an 
den von der Natur vorgerichteten ungesattigten Gruppen hoéherer 
Fettsiiuren ansetzt. Wenn dies der Fall wire, dann miibte 
ja auch die Olsiiure antiketogen wirken, da sie in Azelain- und 
Pelargonsiiure zerfallen miibte. Die meisten Versuche sind 





bisher nur mit Fetten d. h. Glyceriden angestellt worden. Ks. 


muB in diesem Zusammenhang darauf hingewiesen werden, dab 
bei einseitiger Fiitterung von reiner Butter- und Olsiiure an 
ein Schwein?) iiberraschenderweise keine Acetonurie und keine 
Acidosis trotz N-Minimum auftrat. 

Unsere Versuche mit Kork- und Sebacinsiiure bestiitigen 


die Versuche von Baer and Blum. 60 bzw. 40°/, werden 
unverindert ausgeschieden. 


Das Nichstliegende ist anzunehmen, daB die zweite Carb- 
oxylgruppe den Abbau der langen normalen Ketten verhindert. 
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Wir versuchten daher die eine COOH-Gruppe biologisch zu 
verschlieBen unter Aufrechterhaltung der chemischen Siure- 
natur. Die Ester-, Anhydrid- und Chloridgruppe ist dazu 
wegen der leichten Aufspaltbarkeit nicht geeignet. Nitrile sind 
siftig. Es lag daher nahe, die Amide zu versuchen. W. Die- 
ter*4) hat das Spaltungsvermégen der Hefe gegeniiber Siiure- 
amiden untersucht und festgestellt, daf Reinzuchthefe Asparagin, 
Acetamid und einige aromatische Amide nicht angreift, solange 
sie nicht wachst. Im Tierkérper sind die kérperfremden Siure- 
amide in vielen Fiallen**) nicht leicht oxydabel. Phenylessig- 
siure- und Mandelsiureamid werden nur wenig angegriffen 
(unverdffentlichte Beobachtung von Thomas). Wihrend Malamid 
schwer, wird Succinimid nahezu vollig verbrannt. Von den 
Halbamiden geht Oxaminsaure zum ‘l'eil unveriindert in den Harn 
iiber, nur Asparagin und Glutamin werden leicht und vollig zerstért. 

Weitere biologische Beobachtungen an Halbamiden liegen 
nicht vor. 

Wir haben uns daher die Sebamidsiiure hergestellt. 
Rowney”*) und Kraut") geben an, sie durch Stehenlassen des 
Diithylesters mit Ammoniak und durch Destillation des Ammon- 
salzes erhalten zu haben. Nihere Angaben fehlen. Etaix~*) 
beschreibt sie kurz mit dem Schmelzp.170° C. Wir konnten 
die Siure mit dem Schmelzp. 170° C nicht erhalten. Vielleicht 
hat Etaix ein Gemisch von Di- und Monamid in Hinden ge- 
habt. Die Sebamidsiiure schmilzt bei 126—127° Wir er- 
hielten sie in guter Ausbeute, indem wir den Diithylester der 
Sebacinséiure nach A. Griin und Th. Wirth?) in den Mono- 


_iithylester iiberfiihrten, mit Thionylchlorid das entsprechende 


Chlorid gewannen und dieses mit Ammoniak zum Amidester 
umsetzten. Die partielle Hydrolyse gelang mit methylalko- 
holischem Bariumhydroxyd. Bevor wir die Sebamidsiure inji- 
azierten, studierten wir ihre Bestiindigkeit gegen Sauren und 


| Alkalien. Sie 148t sich aus Harn mit guter Ausbeute wieder- 


gewinnen. Die Aufarbeitung des Versuchsharns lieferte nur 10°/, 
roh und 5°/, rein wieder. Sebacinsiure wurde nicht ge- 
tunden. Die Sebamidsiure war also im Gegensatz zur Dicarbon- 
saure fast vollig abgebaut worden. 
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Versuchsteil. 


I. Injektionsversuch mit Dicarbonsauren. 
a) Adipinsdure. 

10g reine Adipinsiure wurden 4 jungen Hunden*) (7,35, 
5,00, 6,3, 5,2 kg) als Natriumsalz in taglichen Dosen von 2 mal 
je 0,25g morgens und abends unter die Haut gespritzt. Nacl 
diesen 5'T'agen wurde der Harn noch 3 Tage gesammelt. Als 
Futter diente nur mit Salz und Wasser gekochter Reis. Die 
Vorperiode dauerte 3 Tage. Der gesamte Harn wurde gemein- 
sam mit den Kiifigspiilwissern kongosauer eingedampft. 

Vorher iiberzeugte ich mich, daB auch bei einer 1 stiindigey 
Wasserdampfdestillation von den hier verwandten drei Dicar- 
bonsiuren keine Spur mit in das Destillat iiberging. 

Der eingedampfte Harn (etwa 150ccm) wurde im Soxhlet | 
mit Ather so lange (5 Tage) extrahiert, bis Krystalle von der | 
in Ather unléslichen Kynurensiiure sich an der Kolbenwand 
nbsetzten. Die einzelnen Atherausziige wurden zum Teil ge- 
trennt, zum ‘Teil gemeinsam verarbeitet. Aus den braunen 
Kixtrakten konnten 5g unverinderte Adipinsiiure mit einem 
Schmelzpunkt von 150° und einem ebensolchen Mischschmelz. | 
punkt gewonnen werden. Aus den Laugen krystallisierten am 
Schlu8 nur mehr Milligramme aus. Mit Essigester liBt sich 
die Siure, wie auch die Kork- und Sebacinséure gut reinigen. 
50°/, der Adipinsiiure werden demnach abgebaut. 





b) Korksaure. 
10g reine Korksaéure (Merck) werden wie die Adipin- 
siiure zugeftihrt und der Harn in gleicher Weise aufgearbeitet. 
Der Hund wog 4,37 kg und erhielt tiglich zweimal 0,5 g. Aus 
dem mit Ather erschépften konz. Harn krystallisierten 1,5¢ 
rohes Allantoin. Beim Umkrystallisieren aus Wasser wurden 
0,6 g reines Allantoin erhalten. Als in Wasser unléslicher 





*) Ein Tier ging vom 5. auf 6. Injektionstag an subakuter, gelber | 
Leberatrophie zugrunde. Ein Zusammenhang der Todesursache mit der 
Kinverleibung von Adipinsiiure besteht nicht, da die anderen 3 Tiere 
vollkommen gesund blieben. 
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Riickstand wurden dabei etwa 50mg brauner Massen erhalten, 
die nach Behandeln mit EKisessig und Umfillen mit Natronlauge 
und Salzsiiure 8,9mg noch nicht ganz reine Harnsadure gaben. 
Simtliche Harnsiiurereaktionen nach Hoppe-Seyler-Thier- 
felder waren positiv. Kbenso wurde die charakteristische 
Krystallform der Harnsiiture (Behrens-Kley, Mikrochemische 
Analyse) aus verdiinnter Hssigsiiure im Polarisationsmikroskop 
beobachtet. Die Klementaranalyse lieferte jedoch keinen ein- 
deutigen Beweis. 

4,360 mg Substanz gaben 7,690 mg CO,, 1,500mg H,O, 0,034 mg 
Riickstand. 


2,145 mg . ss 0,340 cem N bei 756 mm, 20°. 

Ber. fiir Harnsiure C 35,69°/, H 2,38°/, N 33,33°/, 

» 9, Kynurensiure ,, 63,5 sw See ee 
Gef. ,, 48,09 » B85 » 18,32 


Daraus folgt, daB die Harnsiiure nicht rein war, Hs ge- 
lang mir, aus dem verbliebenen Rest mit Sicherheit die Kynuren- 
siiure durch ihr unter dem Mikroskop sehr charakteristisches 
Ba-Salz zu erkennen. Damit ist die Harnsdiure beim Hund 
bei ausschlieBlicher Reiskost, mit der das Stickstoffminimum 
nahezu erreicht wird, festgestellt, und es wire interessant 
nachzupriifen, ob die Harnsiure auch im Stickstoffminimum 
ein normales Stoffwechselendprodukt des gewéhnlichen, nicht 
blo8 des Dalmatinerhundes ist. 

An unveriinderter Korksiiure wurden in den Atherausziigen 
6g wiedergefunden = 60°/,. Schmelzpunkt und Mischschmelz- 
punkt 130° C. 

c) Sebacinsadure. 

10g Sebacivsiiure werden einem 21,2kg schweren Hund 
nach dreitagiger Vorperiode in tiglichen Dosen von zweimal 
0,5g als Natriumsalz unter die Haut gespritzt. Der Harn von 
14Tagen wird wie friiher verarbeitet. Auch hier ist das Al- 
lantoin (3,3 g) durchsetzt von kleinen schwarzen Warzen (0,3 g), 
die sich oft zu hantel- und traubenfoérmigen Gebilden zusammen- 
legen. Sie enthalten sicher Kynurensiure (Ba-Salz). Die ge- 
naue Priifung auf Harnsiure ist im Gang. Das Aussehen der 
Warzen erinnert deutlich an die Sphirolithe, die man erhilt, 
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wenn man nach Meissner und Shepard den Harn eines mit 
Fleisch reichlich gefiitterten Hundes ansiuert. 

Aus den Atherextrakten wurde 6,15 g = 61°/, unverinderte 
Sebacinsaure isoliert. Schmelzpunkt und Mischschmelzpunkt 
132° C. 


II. Versuche mit Sebamidsaure. 
a) Sebamidsdiureathylester CO(NH,)-(CH,),-COOC,H,. 

25 g Sebacinséure-mono-ithylester (Schmelzp. 37°) nach 
Grin und Wirth werden mit 60g Thionylchlorid ?/, Stunde 
auf dem Wasserbad am RiickfluB erhitzt und dann im Vakuum 
das restliche Thionylchlorid verjagt. Ausbeute an rohem, etwas 
braun gefarbten Chlorid 27,0g = 100°/. Das Chlorid wird 
dann vorsichtig in 100 ccm eisgekiihltes konz. Ammoniak ein- 
gegossen. ‘Temperatur stieg auf 25°C. Das ausgefallene 
Sebamidsiureiithyl wird in etwa 500ccm Ather aufgenommen 


neutral gewaschen und mit Natriumsulfat getrocknet. Der Ather 
hinterlieB 18,4 g¢ = 87,5°/,.. Schmelzp. 70° C. 


Umkrystallisieren. 17,8g werden in 70 ccm Ather an 
Riickflu8 braun gelést, 10ccm Ather noch zugegeben, da beim 
Abkihlen alles zu einem Krystallbrei erstarrt. Mit 100 ccm 
Petrolather werden 11,6g daraus weif gefiillt, d.i. 65 Proc. 
Schmelzp. 70—71°. Aus Wasser, in dem der Amidester in 
der Hitze etwa 1:700 ldéslich ist, kommen fast quantitativ 
schneeweiBe, optisch positive, in Liingsrichtung ausliéschende 
feine Nadeln, von borsiiureihnlichem Aussehen. Schmelz- 
punkt 70—71°. In Methanol 1:2 und in Athanol gut léslich. 
Zur Analyse wird iiber Phosphorpentoxyd im Vakuum ge- 
trocknet. 

4,905 mg Substanz (aus Ather-Petrol-A.) gaben 11,300 mg CO,, 
4,430 mg H,O. 

4,380mg Substanz (aus Wasser) gaben 10,100 mg CO,, 3,990 mg HO. 


3,600 mg ie gaben 0,194 eem N bei 759 mm und 18°. 
4,020 ,, ” ” 0,214 , N ,, 764 ,, », 18°. 


C,.0H.,0,N (229,19 Mol.-Gew.) 
Ber. C 62,83°/, H 10,11°/, N 6,31 "fo 
Gef. ,, 62,84, 62,88 » 10,10, 10,20 » 6,31, 6,27. 




















Beitrige zur Kenntnis des Fettstoffwechsels. 305 


Sebamidsiiure, COOH(CH,),-CONH,. 

Vorversuche hatten gezeigt, daB sowohl das Bariumsalz 
der Sebacin-, des sauren Esters und der Sebamidsiure unlés- 
lich in Methanol ist. Das Sebacindiamid ist bestindig gegen 
kochende methanolische Barytlauge (n/1). Diithylester und 
auch sebamidsaures Athyl geben in der Kiilte erst nach einigem 
Stehen (2 Stunden und 20 Minuten) eine krystalline Fillung. 
Ks muBte also gelingen, unter Schonung der Amidgruppe die 
Estergruppe zu verseifen, da das Reaktionsprodukt sofort aus 
dem System ausfiel. 

11,65 g sebamidsaures Athyl wurden in 20ccm absolutem 
Methanol gelést und mit 61 ccm (0,835 n) methanolischem 
Bariumhydroxyd (1/, Mol.) versetzt. Nach 1'/, Stunden ist bereits 
ein Krystallbrei entstanden. Die Umsetzung ist jedoch erst 
volistiindig, wenn man nach 15 Stunden Stehen noch kurz 
(5 Min.) auf dem Wasserbad erwirmt, bis die Reaktion neutral 
geworden ist. Nach dem Abkiihlen saugt man ab, wascht mit 
Methanol nach und trocknet auf dem Wasserbad. Ausbeute 
un sebamidsaurem Barium 13,05g = 96°/, der ‘Theorie. 

Zur Isolierung der Sebamidsiure list man 13¢g des Ba- 
Salzes in 652ccm heifem Wasser, filtriert und siiuert mit 
24,6cem (n = 1,98, 2 Mol.) Essigsiure an. Nach Stehen im 
Eis wird abgesaugt, mit Wasser gewaschen, auf Ton abgeprebt 
und auf dem Wasserbad zur Konstanz getrocknet. Ausbeute 
8,8 ¢ = 90°/,. Schmelzp. 125°, Sinterung bei 120° Nach ein- 
maligem Umkrystallisieren aus heiBem Wasser (10,26 g in 250 ccm) 
erhalt man schneeweiBe Nadeln (9,6 g = 94°/,) mit einem kon- 
stanten Schmelzpunkt von 126,5°, Sinterung 123° C. 

Zur Analyse wurde titber P,O, im Vakuum zur Konstanz 
getrocknet. 


4,602 mg Substanz gaben 10,050 mg CO, und 3,850 mg H,0. 


4,810 ,, 5 » 10,520 ,, CO, ,, 4,070 ,, H,O. 

8,155 _,, 5 » 0,188 eem N bei 759 mm und 17°. 

3,630 _,, ” »  0,215ceem N ,, 764mm ,, 18°. 
C,,H,,0,N (201 Mol.-Gew.) 

Ber. C 59,7, H 9,45, N 6,96, 


Gef. ,, 59,54, 59,64 1) 9,36, 9,47 » 7,01, 6,97. 
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Die Krystalle sind optisch positiv, in Langsrichtung zum 
Teil schief, zum Teil gerade ausléschend, je nach Flachen- 
ausbildung. Sehr oft sieht man neben den zu Sternen an- 
geordneten Prismen Ejinzelkrystalle von Zigarrenform. 

Die Sebamidsiiure ist in Ather nahezu unldslich im 
Gegensatz zur Sebacinsiiure, von der sie dadurch gut ge- 
trennt werden kann. In den sonstigen organischen Lésungs- 
mitteln auBer Benzol, Petrolither, Chloroform ist sie gut 
ldslich. 

Verhalten der Sebamidsiure gegen KEssigsiéure. 
0,3 g Sebamidsiiure werden mit 15 ccm Hssigsiure (n = 1,98) 
3 Stunden am RiickfluBkihler gekocht. Nach dem Abkiihlen 
werden 250,53 mg = 83,5°/, wiedererhalten. Schmelzp.: 120° 
sintern. 125—126° klar geschmolzen. Mischschmelzpunkt mit 
reiner Sebamidsiure 125—126° C; mit Sebacinsiure: sintern 
112°, geschmolzen 116—120° C. Gegen Essigsiure ist Sebamid- 
siure bestiindig. 

Verhalten der Sebamidsiure gegen Salzsiure. 
0,300 g Sebamidsiure werden mit 15 ccm verdiinnter Salzsiure 
(2n) 3 Stunden am Riickflu8 gekocht. Beim Stehen krystalli- 
sieren borsiureihnliche Schuppen: 280mg = 93°/,. Schmelz- 
punkt bis 128° unveriindert, bei 129° beginnende Sinterung, 
bei 131° wie tauendes Eis, bei 1833—134° klar geschmolzen. 
Mischschmelzpunkt mit Sebacinsiure genau wie vorher. Misch- 
schmelzpunkt mit Sebamidsiure. Sinterung bei 115 — 116°, 
geschmolzen bei 117°! Probe in Ather léslich. Kochen mit 
verdiinnter Salzsiure zerstért Sebamidsiure quantitativ. 

Verhalten von Sebamidsaure gegen Soda. 0,3001 ¢ 
Sebamidsiure werden mit 15 ccm Soda (2n) 2 Stunden am 
RiickfluB gekocht. Nach dem Erkalten wurde mit Essigsaure 
angesiuert und abgesaugt bei Zimmertemperatur 250 mg=83°/. 
Schmelzpunkt bei 110° sintern, bei 120° klar. Mischschmelz- 
punkt mit Sebamidsiiure: bei 115° sintern, bei 124° klar. 
Keine Depression! Mit etwa 60ccm Ather gekocht, filtriert. 
Atherunlisliches sintert jetzt bei 120° und wird klar bei 125 
bis 126°. Die iatherléslichen Krystalle sintern bei 120° und 
werden klar bei 126—127° Ihr Mischschmelzpunkt mit Sebacin- 
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siure: bei 124° sintern, bei 128° geschmolzen. Schmelzpunkt 
mit Sebamidsiiure bei 115° sintern, bei 120° geschmolzen! 
Kochen mit Soda greift die Sebamidsiure nur wenig an. 


Tierversuch. 


Wie in den friiheren Versuchen wurden einem Hund (8,9 kg) 
nach zweitagiger Vorperiode 10 g Sebamidsiure als Natriumsalz 
in zwei tiglichen Dosen von je 0,5¢ subkutan gespritzt. Der 
Harn wurde mit einem Gemisch von Benzol und Chloroform 
(2,5:1, spez. Gew. = etwa 1) desinfiziert. Nach 6'T'agen Nach- 
periode wurde der filtrierte Harn, der ganz schwach lackmus, 
nicht kongosauer reagierte, im Vakuum bei 60° eingedampft. 
Ks bleiben etwa 87¢ Riickstand, der mit 20 ccm Kisessig in 
200ccm Wasser angesiuert wird. Nach kurzer Zeit fallen 
Krystalle, die sich beim Stehen in Eis auf 5,4g vermehren. 
Sie bestehen zu 42°/, aus reinem Allantoin, 0,4 g Sebamidsiiure 
und anorganischen Salzen. Die wiibrige Harnlauge wurde nun 
viermal je 24, und am SchluB 48 Stunden mit Ather extra- 
hiert. Die gelésten Mengen 1,8, 0,8, 0,4, 0,3, 0,4g nehmen 
rasch ab. Zur besseren Aufarbeitung werden sie vereint und 
daraus 1g unverdnderte Sebamidsiure erhalten. Die Spaltung 
zu Sebacinsdure ist also nicht erfolgt. Die Endlaugen lieferte 
nach dreistiindigem Kochen mit Salzsiure und erschépfender 
Atherextraktion keine Sebacinsiiure. 

Die Sebamidsiure ist praktisch quantitativ abgebaut worden. 
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Das Verhalten von 7-Benzoylamino-buttersaure, {-Oxy-y-benzoyl- 
amino-buttersaure und 0-Benzoylornithin im Tierkérper. 


Von 


Fritz Peters. 


(Aus dem Physiologisch-Chemischen Institut der Universitat Leipzig.) *) 


(Der Redaktion zugegangen am 11. August 1926.) 


Die Kintihrung des Benzolsulfonrestes in aliphatische 
Aminosiiuren hebt deren vollige biologische Verbrennlichkeit 
auf und bietet in methodischer Hinsicht den groBen Vorteil, 
daB man am Neutral-S im Harn das Schicksal der eingefiihrten 
Substanz, die Geschwindigkeit der Resorption und Ausschei- 
dung einigermaBen verfolgen und sich von ihm auch bei der 
priparativen Aufarbeitung des Harns leiten lassen kann. Ein 
Nachteil haftet aber diesen Acylierungsprodukten an; sie sind 
meist etwas weniger leicht zuginglich und krystallisieren nicht 
so gut wie etwa die Benzoylprodukte, Besonders die Methy- 
herung der Sulfonamidgruppe, die den fettsiureiihnlichen 
Charakter der Aminosiiure wesentlich steigert, beeinfluBt ihre 
Krystallisierfreudigkeit sehr ungiinstig. Benzoylieren tut in 
physiologischer Hinsicht die gleichen Dienste wie Sulfonieren 
(vgl. z. B. Magnus-Levy bei Thomas und Schotte})); die 
Benzoylprodukte sind auch meist leichter zuginglich. Die 
analytische Kontrolle des Harns fillt bei ihnen allerdings fort. 
Das ist ein Nachteil. Dazu kommt, daB das Endprodukt eines 





*) Ausgefiihrt mit Mitteln der Notgemeinschaft der deutschen 
Wissenschaft. 
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Abbaus von benzoylierten w-Aminosiiuren im Tierkérper — 
soweit sie iiberhaupt verbrennlich sind — wohl stets die 
Hippumghure oder ihr Homologon sein wird. Das homologe 
Propionsiiurederivat wird der Hippursiiture sehr Shnlich und 
kaum von ihr abzutrennen sein. Ein anderer Umstand fillt 
indes sehr viel schwerer ins Gewicht. In geringem Umfange 
wird die Siureamidgruppe stets auch bei den Amidsiiuren 
hydrolysiert- Die frei gewordene Benzoesiiure paart sich mit 
Glykokoll. Kleinere Mengen ausgeschiedener Hippursiure sagen 
dann also nichts aus iiber den Weg, auf dem die Aminosiiure 
abgebaut wurde. Benzoylprodukte sagen also nur da etwas 
Sicheres aus, wo keine Paarung von Benzoesiiure mit Glykokoll 
stattfindet. Das Vermégen bestimmter Tiere und einzelner 
Organe hierzu ist in den letzten Jahren eingehend untersucht 
worden.’) Es zeigte sich dabei in Bestitigung der klassischen 
Versuche von Bunge und Schmiedeberg®), daB beim Hund 
die Niere, nicht aber die Leber zur Paarung der Benzoesiure 
mit Glykokoll imstande ist. Der Hundeleber geht ein Ver- 
moégen ab, was z. Bb. die Leber von Kaninchen, Hammeln und 
anderen Pflanzenfressern hat. Statt das zu priifende Benzoyl- 
produkt dem ganzen Tier zu reichen, wurde daher die iiber- 
lebende Hundeleber mit ihm durchblutet. rst als es sich 


hierbei als vollig unangreifbar bewiesen hat, konnte auf 


etwaigen Abbau am ganzen Tier gepriift werden. 

vy-Benzoylamino-buttersiiure erwies sich hier als un- 
verbrennlich. In einem Durchblutungsversuch wurden 75°,,, 
im Injektionsversuch 69°/, der Siure wiedergefunden. Hippur- 
siiture war — bei entsprechender Kost, ausschlieBlich Reis — 
iiberhaupt nicht nachzuweisen. Die Benzoylamino-buttersiiure 
verhilt sich also ganz gleich wie das Benzolsulfomethyl- 
derivat. 

Ob der Stammkérper selbst, die 7-Aminobuttersiiure vom 
Tierkérper verbrannt werden kann, ist noch nicht untersucht 
worden. Méglicherweise geht sie in ihr giftiges Pyrrolidon 
iiber; wahrscheinlicher aber wird sie in gréBerem Umfang 
methyhert. y-Butyrobetain erscheint im Harn phosphor- 
vergifteter Hunde.*) Wenn die y-Amino-buttersiure selbst 
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auch unverbrennlich ist, so wiirde dies mit dem Verhalten 
ihrer Substitutionsprodukte iibereinstimmen. ‘Trotzdem dart 
man daraus nicht schlieBen, dab die Entfernung von Carboxyl 
zum Stickstoff dafiir maBgebend ist. Auch die 0-Aminovalerian- 
siure durchliuft den Kérper unverindert. Kapfhammer‘) 
fand sie im Harn, als er am Hunde die Hydrolysenprodukte 
von methyliertem Casein verfiittert hatte. Auch die «-Amino- 
capronsiiure scheint vom Tierkérper nicht angegrifien zu 
werden. Thomas und Gérne®) fanden sie zu 50°/, unver- 
iindert im Harn wieder, vom Rest ist méglicherweise ein ‘Teil 
in das Anhydrid verwandelt worden. 

Der Versuch mit der y-Benzoylamino-huttersiiure diente 
auch noch als Vorversuch fiir den folgenden. Schon Thomas 
und Schotte?) haben ausgesprochen, daB man durch geeignete 
Substitution am #- und 7-C-Atom vielleicht doch den weiteren 
Abbau der C,-Kette erzwingen kann. In der Zwischenzeit 
ist durch die Arbeit von Bergmann, Brand und Wein- 
mann‘) die entsprechende £$-Oxybuttersiiure beschrieben 
worden, 

Die genannten Autoren stellten mir eine kleine Menge 
davon in dankenswerter Weise zur Verfiigung. Einem kleinen 
Hund wurden 2 mal tiiglich je 0,5 g subcutan injiziert. 95°), 
der Siure wurden unverindert aus dem Harn zuriickgewonnen. 
Die #-stiindige Oxygruppe erleichtert also die Sprengung der 
C-Kette nicht. Das Ergebnis ist noch in weiterer Hinsicht 
bemerkenswert. (-Oxybuttersiiure steht im Stoftwechsel im 
Gleichgewicht mit der Ketosiiure. Bei der substituierten Siiure 
bleibt die Dehydrierung aus; ihr Verhalten schlieBt sich also 
dem ganz an, was von e-Oxysiiuren (Mandelsiiure, Phenylmilch- 
siure usw.) bekannt ist. 


Beim Abbau von Phenylalanin (und Tyrosin) ist bekannt, 
da8 die @-Aminosiiure sich nicht immer geradeso verhilt, wie 
(ie entsprechenden Ketosiiuren (z. B. Phenylbrenztraubensiiure 
gibt kein Aceton im Gegensatz zu Phenylalanin) die Desami- 
nierung ist unter Umstiinden noch mit anderen Reaktionen 
verkniipft, die ihr méglicherweise vorangehen miissen. Kine 
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Ubertragung abnlicher Verhiltnisse auf unsere substituierte 
Buttersiure lag nicht ganz auBer dem Bereich der Méglichkeit. 
Von diesen Gedanken aus wurde das Verhalten von 0-Benzoy]- 
ornithin untersucht. Uberraschenderweise wurde es iiber- 
haupt nicht angegriffen, auch nicht die optisch natiirliche Hilfte 
aus dem racemischen Produkt, das wir uns nach Sérensen 
bereitet haben. 

Die Desamidierung kérperfremder g-Aminosiuren scheint 
nicht so leicht vor sich zu gehen, wie nach den Versuchen 
Knoops, Dakins u. a. an den Phenylfettsiuren oder ent- 
sprechenden cyclischen Verbindungen angenommen wird. An 
einem rein aliphatischen Kérper, dem tertiiiren Pseudoleucin 
haben Knoop und Okada®) auch die Desamidierung vermibt, 
aber dort liegen wegen der Nachbarschaft vom tertiiren C-Atom 
besondere Verhialtnisse vor. Die Beobachtung stimmt iiberein 
mit einer von Thomas, Kapfhammerund Flaschentriger?*), 
wonach das racemische 0-Methylarginin ebenfalls unverindert 
durch den Tierkérper hindurchgeht. Nicht beobachtet wurde 
eine optische Aktivitaét, was der Fall hitte sein miissen, wenn 
die natiirliche Komponente irgendwie verindert worden wiire. 

Ks erscheint wiinschenswert, das immerhin noch recht 
spirliche Beobachtungsmaterial in dieser Hinsicht zu vermehren, 
die Unangreifbarkeit des 0-Benzoylornitbin weist uns wieder 
darauf hin, wie vorsichtig man mit Analogieschliissen auf dem 
schwierigen Gebiet des intermediiiren Stoffwechsels sein mub. 


Versuchsteil, 
I, Versuche mit der 7-Benzoylamino- buttersaure. 


1. Darstellung. 


10 g y-Amino-buttersiiure ('/,, Mol.) werden mit 20 g Ben- 
zoylchlorid (11/, Mol.) geschiittelt und dabei die Lésung immer 
mit Natronlauge alkalisch gehalten. Darauf wird filtriert und 
mit Salzsiiure angesiiuert. Der Niederschlag wird abgesaugt, 
getrocknet und mit Petrolither ausgezogen. 11 g einer gelben 
Masse (55°/,) gehen nicht in Lésung. Diese werden aus wenig 
heiBem Wasser umkrystallisiert. Schmelzp. 88/89° scharf und 
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konstant. Zur Analyse wurde im Vakuum iiber KOH zur 
Konstanz getrocknet. 


5,067 mg Substanz gaben 11,860 mg CO,, 2,870 mg H,0O. » 
5,020 mg ‘a 11,770 mg CO,, 2,860 mg H,0O. 


4,824 mg - ” 0,285 eem N (753 mm, 18°). 
6,250 mg a ss 0,366 eem N (753 mm, 18°). 
C,,H,,0,N (207,15): 

Ber. 63,73°/, C 633°), H 6,76°,, N 
Gef. 63,84 63,95 6,34 6,38 6,88 6,81 


Das Natriumsalz der 7-Benzoylamino-buttersiiure gab mit 
Bariumchlorid und Calciumchlorid keine Fallung; mit Queck- 
silberacetat, Kupfersulfat und Silbernitrat eine deutliche, mit 
Bleiacetat eine schwache Fiallung. Da die Salze der Hippuwr- 
siure Ahnliche Kigenschaften geben, konnten diese zur Tren- 
nung nicht herangezogen werden. Hingegen erwies sich die 
Lislichkeit der freien Séure als brauchbar. Hippursiiure so- 
wohl als Benzoylamino-buttersaure sind leicht léslich in Methyl- 
alkohol, Athylalkohol und Essigiither. 





Loéslichkeit 
in 
Wasser . 
A ther ; 


Chloroform . 


von Hippursiiure 


1:600 kalt 
1:1060  ,, 
1:5000  ,, 


von y-Benzoylamino- 
buttersiiure 


1:79 kalt 





1:1140 heiB 





Das Chloroform ist daher ein geeignetes Lésungsmittel, 
um die beiden Substanzen voneinander zu trennen. 


2. Leberdurchblutung LI. 


Kin Hund bekam 5 ccm 1°/,ige Morphiumlésung und 
wurde in Athernarkose, aus der Aorta entblutet, die Leber 
herausgenommen und mit ihrem eigenen Blute im Friedmann- 
schen Durchblutungsapparat durchblutet. Die Leber wog vor 
der Durchblutung 305g, nach der Durchblutung 385g. Durch- 
blutet wurde mit 250 ccm reinem Blute, 250 ccm Biut, das 
noch durch Ausspiilung gewonnen war, und 100 ccm Tyrode- 

Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CLIX. 21 
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lésung, also mit 600 ccm. Zugesetzt wurden 3 g 7-Benzoy!- 
amino-buttersiiure. Durchblutungsdauer: 4Stunden. Aufgearbeite: 
wurden 470 ccm Blut und die Leber. Die Durchblutung ging 
nicht sehr gut. Das Blut floB nur sehr langsam durch, zu 
SchluB konnte die Durchblutung nur durch starke Erhéhung 
des Druckes erzwungen werden. Deswegen wurde die Durch- 
blutung auch schon nach 4 Stunden abgebrochen. 

Die Leber wurde durch den Fleischwolf gegeben und mit 
dem Blut zusammen mit 12°/,iger Trichloressigsiiure ent- 
elweiBbt. Bei schwach alkalischer Reaktion wurde dann zur 


Entfernung der Trichloressigsiure zuerst iiber freier Flamme, 


spiter noch im Vakuum auf etwa 90 ccm eingeengt. Daraui 


wurde mit HCl gefallt, wobei ein braunes, bald erstarrendes 
Ol entstand. Der abgesaugte und trockene Niederschlag 
lieferte, mit hei8em Chloroform ausgezogen, 1,3 g Krystalle, mit 
dem Schmelzpunkt von 88/89°. Aus der Mutterlauge konnten 
durch Eindampfen zur Trockne, Verreiben mit Kieselgur und 
mit Chloroform noch 0,4 g Krystalle erhalten werden, die nach 
einmaligem Umkrystallisieren mit Tierkohle den Schmelzpunk' 
von 85° und den gleichen Mischschmelzpunkt zeigten. Zur 
Analyse wurde im Vakuum iiber PO. zur Konstanz ge- 
trocknet. 
4,134 mg Substanz gaben 9,680 mg CO,, 2,400 mg H,O. 
C,,H,,0,N (207,11) y-Benzoylamino-buttersiiure: 
Ber. 63,73°/, C 6,33°/, H 
Gef. 63,94 6,49 
Es waren also insgesamt isoliert: 1,7 g unverinderter Sub- 
stanz. Zu erwarten wire gewesen, wenn man die verschic- 
denen Verluste berechnet, 2,28 g. Isoliert wurden also 74,5° , 
des unveriinderten Ausgangsmaterials. In den Riickstinden 
konnte mit Essigither keine Hippursiure gefunden werden. 


3. Leberdurchblutung Ii. 


EKinem Hund wurde in gleicher Weise wie vorher die 
Leber entnommen. Sie wog vor der Durchblutung 490 ¢, 
nach der Durchblutung 700 g. Durchblutet wurde mit 650 ccm 
Blut und Tyrodelésung, mit einem Zusatz von nur 1 ¢ 
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y-Benzoylamino-buttersiure. Die Durchblutung ging sehr gut 


7 Stunden lang. 400 cem Blut und die Leber wurden hieraut 


wie im ersten Versuch auf Aminosiiure und Hippursiiure aut- 
gearbeitet. Die durch Fallen mit Salzsiiure erhaltene braune 
Schmiere konnte nach dem Trocknen mit Kieselgur und Ex- 
traktion mit Chloroform noch nach Aufnehmen in Wasser zur 
‘crystallisation gebracht werden. Nach Aufhellung mit Tier- 
kohle schieden sich schlieBlich bei Kiskilte einige Krystiillchen 
‘10 mg) ab. Sie zeigten einen Schmelzpunkt von 84° und einen 
Mischschmelzpunkt von 85°. Es handelt sich sicher um un- 
veriinderte v-Benzoylamino-buttersiiure. Die weitere Behandlung 
des Kieselgurpulvers mit heigem Alkohol lieferte eine in Wasser 
sehr gut lésliche Schmiere, aus der durch Fillen mit Silber- 
nitrat wohl ein amorpher Niederschlag erhalten wurde. Dieser 
aber gibt beim Auskochen mit Wasser kein lésliches Silbersalz 
ab. Da das Hippursiiuresilber in heiBem Wasser gut loslich 
ist, hitten wir es im Riickstand finden miissen. 

Trotz des sorgfiltig durchgefiihrten Versuches konnten 
hier also unveriinderte Aminosiiure nur in Spuren, Hippursiiure 
iiberhaupt nicht gefunden werden. 


4, Injektionsversuch am Hund. 

Kin Hund von 4'/, kg bekam reichlich gekochten Reis 
mit etwas Salz als Futter. Nach 4 Vortagen wurde der Harn 
3 Tage lang gesammelt und der Harn als eventueller Ver- 
cleichsharn aufgehoben. Darauf erhielt der Hund subcutan 
5,9 g y-benzoylamino-buitersiiure als Natriumsalz und zwar 
morgens und abends 0,5 g. Der Harn wurde dann noch 2 Tage 
weiter gesammelt. 97°/, des Harns wurden neutral auf 50 ccm 
eingeengt, mit HCl kongosauer gemacht und mit Hssigiither 
ausgeschiittelt. Nach 2 maligem Waschen, Trocknen und Ab- 
dampfen hinterlieB die Essigesterlésung ein Ol, das mit heiBem 
Wasser aufgenommen und bei wiederholtem Abkiihlen mit His 
und Einengen schlieBlich 3,7 g braune trockene Krystalle 
liefert. Diese lésen sich leicht und klar in warmem Chloro- 
form, eine Tatsache, die gegen das Vorhandensein von Hippur- 
Siure spricht. Die Chloroformliésung wird mit einer Lésung 
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von KHCO, (10°/,) ausgeschiittelt. Aus der wiBrigen Phase 
werden durch Ansiiuern Krystalle gewonnen, die, da sie noch 
etwas braun sind, aus 50 ccm Wasser unter Zusatz von Tier- 
kohle umkrystallisiert werden. Es bleiben 1,2 ¢ vom Schmelz- 
punkt 80° zuriick. Diese werden nochmals aus 25 ccm Wasser 
umkrystallisiert und zeigen dann einen Schmelzpunkt von 8)) 
und einen Mischschmelzpunkt von 88°. 

Zur Analyse wird wie vorher getrocknet. 

4.347 mg Substanz gaben 10,150 mg CO,, 2,450 mg H,O. 

©,,H,,0,N (207,11), Benzoylamino-buttersiure: 


Ber. 638,73°/, C 6,33°/, H. 
Gef. 63,68 6,31 


Die Ausbeute an unveriinderter Buttersiure betrug ins- 
gesamt 69°/, auf 100°/, des verarbeiteten Harns berechnet 
Hippursiiure konnte nicht isoliert werden. 

f 


II. Versuche mit /-Oxy-7-benzoylamino-buttersaure. 


Injektionsversuch am Hund. 


Derselbe Hund wie im Injektionsversuch mit der y-Ben- 
zoylamino-buttersiiure erhilt ganz analog 4 g obiger Siure als 
Natriumsalz unter die Haut. Vorperiode 5 Tage, Versuch 
4 Tage und 5 Tage Nachperiode. 

Danach wurden 95°/, des iiber Kieselgur filtrierten Harns 
im Vakuum auf 50 ccm bei schwach lackmussaurer Reaktion 
eingedampft. Beim Ansiuern mit Schwefelsiure fallen Kry- 
stalle. Nach Stehen im Eis wird abgesaugt, 5mal mit Wasser 
gewaschen und getrocknet: 3,5 g. Einmal aus Natronlauge 
mit Salzsiiure umgefillt und mit 50 ccm Essigither ausgekocht. 
Ks bleiben braune Krystalle, die mit wenig Essigather ge- 
waschen wurden. Schmelzp. 174°, Mischschmelzpunkt mit der 
3-Oxy-y-benzoylamino-buttersiure: 176° und Mischschmelzpunkt 
mit Hippursiiure: 158,5°. Es handelt sich also um unveriinderte 
Substanz. Der Riickstand, der mit Essigither ausgekocht war, 
zeigte einen Schmelzpunkt von 173°, einen Mischschmelzpunkt 
mit Hippursiiure von 157°, und mit der Oxysiure von 175’. 
Ks handelt sich also auch hier um unverinderte Substanz. De: 
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eingedickte Harn wurde noch 4mal mit Essigither aus- 
seschiittelt und daraus nach Anreiben der resultierenden 
Schmiere mit Wasser 0,12 g Krystalle erhalten. Die Krystalle 
wurden mit Tierkohle aus heiBem Wasser umkrystallisiert. Sie 
zeigten een Schmelzpunkt von 175° und einen Mischschmelz- 
punkt mit der Oxysiiure von gleichfalls 175°. Zur Analyse 
wurde die gesamte Substanzmenge aus heiBem Wasser mit 
Tierkohle 2 mal umkrystallisiert. Diese zeigten einen Schmelz- 
punkt von 175° und einen Mischschmelzpunkt von 176° Die 
Analyse stimmt auf die §-Oxy-y-Benzoylamino-buttersiure. 
4,370 mg Substanz gaben 9,500 mg CO,, 2,450 mg H,O. 


4,551 mg ” » 9,890 mg CO,, 2,560 mg H,0O. 
5,040 mg e . 0,272 cem N (755 mm, 19°). 
4,090 mg ms 5 0,222 cem N (755 mm, 19°). 
C,,H,,0,N (223), 6-Oxy-y-benzoylamino-buttersiiure: 
Ber. 59,179/, C 5,87°/, H 6,279), N 
Gef. 59,28 59,27 627 6,29 6,27 6,32 


Die Rohausbeute betrug aus 95°/, Harn: 3,62 g, das ist 
eine Ausbeute von 94°/, an unverainderter Substanz. 


III. Versuch mit 0-Benzoylornithin. 


Injektionsversuch am Hund. 

Das o0-Benzoylornithin wurde nach der Angabe von 
Sérensen?!!) aus racemischer Ornithursiure durch Spaltung 
mit Salzsiure hergestellt. Die Ausbeute betrug 75°/, der 
Theorie an racemischem 0-Benzoylornithin. 


4,326 mg Substanz gaben 9,660 mg CO,, 2,710 mg H,0. 


4,216 mg ™ 5 9,450 mg CO,, 2,610 mg H,O. 
4,295 mg “ » 0,435 cem N (762 mm, 18°). 
4,300 mg “ » 0,440 eem N (752 mm, 19%). 
C,.H,,0,N, (236), Benzoylornithin : 
Ber. 60,98°/, C 6,83°/, H 11,86°/, N 
Gef. 60,89 61,13 7.01 6,98 11.91 12,0. 


Léslichkeitsbestimmungen : 
100 Teile Wasser von 19° lésen 0,822 Teile der Substanz 


100 39 99 39 37 39 ] 206 9 ? ? 
100 39 es ph) 100° 9 6,02 i | 99 ’” 
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Das 0-Benzoylornithin-chlorhydrat ist in absolutem Alkoho! 
sehr leicht léslich. 

Wie in den vorhergehenden Versuchen erhielt ein Hund 
nach einer Vorperiode von 9 Tagen bei Reisfutter 2 mal tiglich 
0,5 g¢ des Benzoylornithin, gelést in etwa 45 ccm isotonischer 
Salzlésung, bei 40° subcutan gespritzt. Nachdem der Hund so 
12 ¢ erhalten hatte, wurde der Harn noch weitere 3 Tage ge- 
sammelt. Der Harn der Hauptperiode und dieser Nachperiode 
wurde gemeinsam iiber Kieselgur filtriert und 95°/, davon 
aufgearbeitet. 

Nach EKindampfen im Vakuum bei schwach ammoniaka- 
lischer Reaktion fielen aus etwa 200 ccm 5,7 g einer Substanz 
aus, die groSe Ahnlichkeit mit dem d-Benzoylornithin zeigte. 
Die Harnmutterlauge wurde eben kongosauer gemacht. Es 
zeigte sich aber keine Triibung. Es schien also schon hie: 
unwahrscheinlich, daf die von uns erwartete y-Benzoylamino- 
buttersiiure entstanden war. Die Liésung wurde darauf wieder 
ammoniakalisch gemacht und bis zu einem sehr dicken Sirup 
im Vakuum eingeengt. Der iiber Chlorcalcium noch eine Nacht 
weiter getrocknete Sirup wurde darauf 3mal mit heigem 
Alkohol ausgezogen und dann weiter mit salzsaurem Alkoho! 
behandelt, bis nur noch anorganische Reste zuriickblieben. 

Der ammoniakalische Alkoholauszug  hinterlieB einen 
braunen Sirup, in dem sich nach 3 Wochen Krystalle von 
Allantoin zeigten. 

Der Auszug mit dem salzsauren Alkohol wurde unter 
Zusatz von Wasser ammoniakalisch gemacht und im Vakuum 
auf 30 ccm eingeengt. Dabei fielen 1,4 g¢ Krystalle aus, die grobe 
Ahnlichkeit mit dem unveriinderten Ausgangsmaterial zeigten. 

Die gewonnenen Krystalle 5,7 + 1,4 g¢ wurden gemeinsani 
mit Tierkohle aus heiBem Wasser umkrystallisiert. [hr Habitus 
gleicht dem des Ornithins. Leicht léslich in Salzsiure und in 
Natronlauge. Zur Analyse wie immer getrocknet. 


4,171 mg Substanz gaben 9,310 mg CO,, 2,650 mg H,0. 
C,.H,,0;N (236) 0-Benzoylornithin: 

Ber. —60,98°/, C 6,839), II 

Gef. 60,87 7,11 
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Polarisation: Eine 10°/,ige Lésung in schwach salzsaurer 
Lisung zeigte im 2-cem-Rohr keine Drehung. 

Ausbeute: Von 12g d-Benzoylornithin gehen 7,1 g = 59 °/, 
unverindert durch den Tierkérper hindurch. 

Zur Prifung auf Oxysiiure wurde die ammoniakalische 
Harnlauge mit Baryt versetzt. Es fielen zum gréBten Teil an- 
organische Salze und nur wenig braune amorphe Massen, aus 
denen keine Krystalle zu erhalten waren. 

Zum Nachweis von Benzoesiiure wurde die Mutterlauge 
von der Bariumfaillung mit dem gleichen Volumen Alkohol 
versetzt. Es gab eine weitere sehr geringe kolloidale Fiallung. 
Sie wurde iiber Kieselgur abgesaugt. 10°/, des Filtrats wird 


0 
nach Verjagen des Alkohols mit Petrolither sauer geschiittelt, 


Hierauf wird 2 Stunden mit 30°/,iger Kalilauge gekocht und 
wieder sauer mit Petrolither ausgeschiittelt. Aus dem ersten 
Petrolither lie® sich keine Benzoesiure isolieren, dagegen aus 
dem zweiten Petrolither 81 mg. Es war also noch wenig 
einer urspriinglichen Benzoylverbindung vorhanden. Um sie 
zu isolieren, wurde aus dem wiiBrigen Abzug vom Petrolither 
das Kalium mit Perchlorsiure entfernt. Darauf wird mit 
Phosphorwolframsiure gefallt, die Fallung in Acetonwasser 
gelést, die Phosphorwolframsiiure mit Bariumhydroxyd, das 
iiberschiissige Barium mit Schwefelsiiure abgetrennt und das 
Aceton auf dem Wasserbade abgedampft. Die natronalkalische 
Lésung wurde benzoyliert. Sie wurde geschiittelt mit 15 ¢ 
Benzoylchlorid und 35 ccm 33°/,iger NaQH. Beide in kleinen 
Portionen zugegeben. Nach dem Ansiiuern wurde der Nieder- 
schlag von Benzoesiiure mit Ather ausgeschiittelt. Dabei 
zeigte sich, da® kein Riickstand zuriickblieb, der eventuell auf 
Ornithursiure schlieSen lieB. Der Ather wurde abgedampft; 
die Benzoesiiure wurde in heifem Petrolither gelést. Es blieb 
nur ein ganz geringer Riickstand, der nicht in Petrolather 
léslich war. Dieser wurde in 1/n-Natronlauge gelést und mit 
der gleichen Menge 1/n-Salzsiiure wieder gefallt. Die Fallung 
war zuerst élig, nach etwa 20 Tagen war sie fest geworden. 
Sie wurde abgesaugt und getrocknet. Die Substanz schmolz 
bei 170°, gemischt mit racemischer Ornithursiure bei 183°. 
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Es handelt sich hier wohl bei der Substanz um Ornithursiure. 
In gleicher Weise wurde die Mutterlauge von der PWS-Fiallung 
benzoyliert, jedoch ohne Erfolg. Aus den restlichen 90°) 
Mutterlaugen von der Bariumfillung wurde nur wenig Kynuren- 
siure durch Atherextraktion erhalten; y-Benzoylamino-butter- 
siiure konnte nicht gefunden werden. 
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